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Uber die Gesetze der Reduktionskraft organischer Verbindungen 
in alkalischer Lisung 
und die quantitative Bestimmung des Zuckers durch Stufen- 
analyse auch bei kolloidalem Ausscheiden des Cu, 0. 


Von 
Hermann Ruoss (Stuttgart). 
(Eingegangen am 8. August 1924.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Zahlreiche organische Verbindungen, z. B. Dextrose, Lactose, 
Maltose, Tannin, Gallussiure, Pyrogallussiure, Kreatinin, Kreatin, 
Harnsiéure, Glykuronsiure und dergleichen reduzieren gewisse Farb- 
stoffe und Metallsalze in alkalischer Lésung. Die groBe Zahl dieser Farb- 
stoffe zerfallt in solche, welche bei der Reduktion dauernd entfirbt 
werden, wie z. B. die vielen Azofarbstoffe und Nitrofarbstoffe, und in 
solehe, bei denen nach der Entfairbung die urspriingliche Farbe an der 
Luft wiederkehrt, wie Indigo und die basischen Farbstoffe: Fuchsin, 
Safranin, Methylenblau, Malachitgriin usw. 

Bekannt ist in dieser Hinsicht die Indigokiipe der Farberei: 1 Teil 
Indigo + 1 Teil Traubenzucker + 11, Teile NaOH, mit der man lis- 
liches Indigowei8 erhalt, das an der Luft in Indigoblau tibergeht. Zu den 
Metallsalzen, die reduziert werden, gehéren die des Au, Ag, Cu, Hg, Bi. 
Die bekannteste Reduktion ist die der alkalischen Kupferlésung durch 
Dextrose, auf der die Fehlingsche Zuckerbestimmung beruht. 

Untersuchungen iiber den EinfluB der Alkaleszenz stellte Fehling nicht 
an, fiir den NaOH Gehalt gibt er!) den groBen Spielraum 52 bis 62g NaOH 
im Liter an. Es kommt ihm dabei lediglich darauf an, eine alkalische Kupfer- 
lésung mit 34,639 q Kupfervitriol im Liter herzustellen, die nach Verdiinnen 
1 Vol. = 5 Vol. beim Kochen sich nicht zersetzt. Fiir diese Lésung gilt fiir ihn 
das stiéchiometrische Gesetz: I1cem Kupferlésung zeigt 5mg Dextrose an. 

Erst Soxhlet hat in seinen Untersuchungen tiber das Verhalten der Zucker- 
arten zu alkalischen Kupfer- und Quecksilberlésungen nachgewiesen, dap 
von einem stéchiometrischen Gesetz keine Rede sein kann, daB vielmehr 1 com 
Lésung bei 1 Proz. Zuckergehalt 4,752 mg Dextrose, dagegen bei 0,5 Proz. 
Zuckergehalt 4,785 mg Dextrose anzeigt. 

Zur Aufstellung des Gesetzes der Reduktion gelangt Soxhlet aber nicht, 
da er weder die Alkaleszenz noch andere Prozente als 1 und 0,5 Proz. seinen 
Rechnungen zugrunde legt. 


1) Fehling, Ann. d. Chem. u. Pharm. 72, 106, 1858. 
Biochemische Zeitschrift Band 151. 22 
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Die Fehlingsche Lésung ist: 

34,639 g CuSO,. 5aq + 173g Seignettesalz + 51,226g NaOH! 
im Liter. 

Man mischt zu ihrer Herstellung, kurz vor dem Verbrauch, gleich 
Volumen von Lésung: 

I. 69,278 g CuSO,. 5aq im Liter und 

Il. 346g Seignettesalz + 102,45 ¢ NaOH im Liter. 

Wir bezeichnen 1 ccm dieser Mischung kurz mit 1 Fehling. 

Beim Fehlingschen und Soxhletschen Verfahren ist die zu unter- 
suchende Zuckerfliissigkeit auf annihernd 1 Proz. Zucker zu bringen 
Beim Fehlingschen Verfahren nimmt man 10ccem Fehling + 40 cen 
Wasser und setzt der kochenden Mischung von der Zuckerlésung so vic! 
zu, bis volistandige Reduktion des Cuprisalzes eintritt, sind z. B. hierzu 
5,15cem Zuckerflissigkeit erforderlich, so ist der Zuckergehalt T 
= 0,971 Proz. Beim Sozhletschen Verfahren setzt man zu 100 ccm 
Fehling, unverdiinnt, von der Zuckerlésung zu bis zur vollstandigen 
Reduktion; sind z. B. hierzu 51,55 cem erforderlich, so ist der Zucker- 
gehalt . oe = 0,922 Proz. Im ersten Falle geben 5,1 com Zuckerlésung 
nach dem Kochen noch Cupriionen; 5,2 cem aber keine). 

Die genau erforderlichen Kubikzentimeter Zucker liegen also 
irgendwo zwischen 5,1 und 5,2; die Angabe 5,15 ist also méglicherweise 
mit einem Fehler + 0,05 behaftet, ihm entspricht ein Fehler von + 0,01 
in den Zuckerprozenten, analog ist im zweiten Falle méglicherweise ein 
Fehler von + 0,001 in den Prozenten vorhanden. Beim Fehlingverfahren 
kann also in den Hundertsteln der Prozente ein Fehler von 1 vorkommen, 
beim Soxhletverfahren in den Tausendsteln. (Verwendet man _ beim 
1) 173 = 5.34,639. Fiir den NaOH-Gehalt nimmt Sozhlet im Journ 
f. prakt. Chem., NF., 21, 229, Seignette: NaOH = 173: 51,6; 8S. 296 
aber 173: 50. Wir nehmen 51,226g NaOH, dadurch wird namlich die 
Alkaleszenz gleich 1 (s. spiater), und die Rechnungen werden einfacher 

*) Die Cupriionen werden erkannt: 

1. durch die blaue Farbe neben dem roten Niederschlag von Cu,0; 
oder schiarfer 

2. durch die blaue Farbe, welche das von Cu,O befreite Filtrat liefert, 
oder noch scharfer 

3. durch die Rotjdrbung, welche Ferrocyankalium im angesiuerten 
Filtrat erzeugt. 

Die Bangsche und Pavysche Zuckerbestimmung gehéren, was Scharfe 
anlangt, zu Nr. 2. Da Fehling seine Lésung verdiinnt, 1 Vol. = 5 Vol.. 
verwendet, Soxhlet diese aber unverdiinnt, so ist die Genauigkeit, di 
Fehling mit Ferrocyankalium erreicht, weit geringer als die einer Soxhletsche: 
Bestimmung mit Ferrocyankalium! 
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letzten Verfahren statt 100 ccm nur 30, wie gewohnlich, so kann in den 
Tausendsteln ein Fehler von 3 vorkommen.) 
Die Analysen von Soxhlet') sind: 
50cem Iproz. Zuckerlésung zersetzt durch 
105,2 cem Fehling 


103.7 ,, - + 103.7 com aq 
102.4 ,, » Wee ws w 
101.5 ,, » + 39045 ,, 
101,1 ,, » +4044 ,, 


100cem \%proz. Zuckerlésung zersetzt durch 
104,5cem Fehling 
101,0_,, » + 404,0 ccm aq. 

Auf 100 cem Fehling bezogen, geben sie: 

1. 100 cem Fehling zersetzt durch 47,53 cem 1 proz. Zuckerlésung, 

2. 100cem Fehling + 100 ccm Wasser zersetzt durch 48,22 cem 

lproz. Zuckerlésung, 

3. 100cem Fehling + 200 cem Wasser zersetzt durch 48,83 ccm 

1 proz. Zuckerlésung, 

4. 100cem Fehling + 300cem Wasser zersetzt durch 49,26 com 

lproz. Zuckerlésung, 

5. 100cem Fehling + 400 ccm Wasser zersetzt durch 49,46 cem 

lproz. Zuckerlésung, 

6. 100 ccm Fehling zersetzt durch 95,69 cem \proz. Zuckerlésung, 

7. 100cem Fehling + 400 ccm Wasser zersetzt durch 99,01 ecm 

\proz. Zuckerlésung. 

Die direkten Kontrollanalysen von Soxhlet sind: 

1. 100 ccm Fehling zersetzt durch 47,5cem 1 proz. Zuckerlésung, 

2. 100cem Fehling + 100ccm Wasser zersetzt durch 48,25 ccm 

lproz. Zuckerlésung usw. 

Wie man sieht, beziehen sie sich nur auf 1- und '%4proz. Zucker- 
lésungen, ich werde aber zeigen, daB sich auch andere Prozente den- 
selben entnehmen lassen. 

Die Analyse 1. gibt: 100 Fehling zersetzt durch 47,53 ccm 1 proz. 
Zuckerlésung, also durch 475,3mg Dextrose (beiliufig bemerkt: Beob- 
achtungsfehler + 0,5mg); Analyse 1. gibt hierfir 475mg (Beob- 
achtungsfehler + 0,5 mg). 

Analyse 2. gibt: 100 Fehling + 100ccm Wasser zersetzt durch 
48,25 cem 1 proz. Zuckerlésung, also durch 482,5 mg Dextrose. Da nun 
100cem Wasser + 48,25cem Iproz. Zuckerlésung gleich sind mit 


148,25 cem einer = 0,3254 proz. Zuckerlésung, so hat man 


48 
148,25 


1) Soxhlet, Journ. f. prakt. Chem., N.F., 21, 227—317, 1880. 
22+ 
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100 ccm Fehling zersetzt durch 148,25 ccm einer 0,3254proz. Zuck: 
lésung mit 482,5mg Dextrose. Analyse 2 gibt hierfiir 0.3254 Proz. w 
482,2 mg Zucker usw. 

Man erhalt so fiir 100 cem Fehling: 





p, Proz. Zucker, gemessen 1 Proz. 0,5 0,32540,1962 0.1410 0.1100 0.0902 
=, com Zuckerlésung, Be- 47 5 com 95,70 148,2 248,80) 349,20 449,40 499 


messen 


10 pz, mg Dextrose, ber. 475mg 4785 482.5 488.0 4920 4941 495) 
too cem Fehling, ber. 21,05cecm 20,90 20,76 20,49 20,33 20,24 20.2 
n, Alkaleszenz, berechnet | 0,678n 0,511 0,403 0,287 0,223 0,182 0,167 

Die Berechnung der Alkaleszenz geschah folgendermaBen : 

Von den 51,226g NaOH, die im Liter Fehlinglésung enthalte: 
sind, sind 11,126g NaOH zur Bildung von Cu(OH), aus 34,639 ¢ 
CuSO, 5aq erforderlich. Der UberschuB 40,1 g NaOH bedingt di 
Alkaleszenz, ohne Uberschu8 wire Reduktion ausgeschlossen. Di 
Fehlinglésung hat also die Alkaleszenz N = | n. 

Nach den Tabellen itiber NaOH von Lunge geben 100 ccm Norma! 
natronlauge + 100 ccm aq eine Kontraktion von 0,09 cem und 100 cen 
Normalnatronlauge + 600ccm aq eine Kontraktion von 0,2cem. Di 
Kontraktion kann also bei der Berechnung der Alkaleszenz im Vergleich zu 
dem groBen, durch Verdiinnung erhaltenen Volumen, auBer acht bleibe: 
100 cem Fehling + zeem Zuckerlésung hat also die Alkaleszenz 

100 NV 100 


normal, hier also n = — - Nach dieser Gleichung 


n 
100 + z 


~ 100 + 2 
wurden die n der Tabelle berechnet. 
10 pz ist der Anzahl der Milligramme Dextrose, welche 100 cen 
10' 
Fehling reduzieren ; 10 die Anzahl der Kubikzentimeter Fehling 
) pz 


welche von 10mg Dextrose reduziert werden, oder 10 pz ist ein Mal 
der Oxydation von 100 ccm Fehling; oe eem Fehling ein Ma8 der 
Reduktion von 100mg Dextrose. 

Spalte 2 der Tabelle sagt also aus: Zur Zersetzung von 100 ccm 
Fehling sind von einer 0,5proz. Zuckerlésung 95,7 ccm erforderlich 
dabei besitzt die Mischung beider die Alkaleszenz 0,511 normal und 
478,5 mg Dextrose, so daB 100 mg Dextrose 20,9 ccm Fehling zersetzen 
Die Grundlage aller folgenden Berechnungen bildet nun der Zusammen- 
hang zwischen z und 10 pz: man erkennt ihn zunachst am deutlichsten 
durch folgende graphische Darstellung, bei der die geringen Unterschied: 
in den 10 pz deutlich zutage treten. 


Abszisse 2x 48 96 148 249 349 449 499mn 


1 ~ 
w~ «« - 
Ordinate y — 2(10pz—470) 10 170 25 36 44 482 50 mn 
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Verbindet man diese sieben Punkte, so erhdilt man einen Parabel- 
gen k, auf dem sich die sieben Punkte ziemlich gleichmafig verteilen 
ind der siebente Punkt nahe dem Scheitel ist. & auf Pauspapier 
ibertragen, laBt erkennen, daB &k sich vollsténdig deckt mit der 
Parabel y = 0,016 27mm, die kleinen 
Unterschiede sind nicht mehr graphisch 
zu erkennen. 

Die Parabelgleichung kann nach dieser | 
\ufzeichnung nur sein 

10 pz = A+ Bz + C2. 
" ; 1000 A 
Nun wird 1000 p at he 100 B 
z.100C, so daB man fiir A, B,C die 
sieben Gleichungen erhilt: 








1000 21,053 4 L100 B+ 
10 
os A 
500 10,449 io 7 10O0OB + 95.7.1000, 
dite is A 
325.4 6,748 10 7 100 B + 148.2. 1000, 
: A 
196,2 4.019 io 7 100 B + 248.8. 1000, 
le 
141.0 2.864 10 * 100 B + 349.2. 1000, 
_- ail 
110.0 2,225 10 100 B + 449.4. 1000, 
A 
99.2 2.004 10 7 100 B + 449.1000, 
woraus nach der Methode der kleinsten Quadrate 
A ; 
10 = 47,1004: 100 B = 8,706; 100 C = —0.0077 und somit 
47,1004 = , ‘ 


Hiernach hat man 
Peem. 1 05 0.3254 0.1962 0.1410 0.1100 0.0992 Proz 
Poer. 0,99993 0.50013 032540 0.19609 0.14091 0.11005 0.09925 Proz. 
Febler -0,00007 +0,00013 +0,00000 -0,00011 -0,00009 +0,00005 +0,00005 

Die iiber alles Erwarten giinstige Ubereinstimmung, die weit unter den 
oben berechneten méglichen Beobachtungsfehlern liegt, beweist einerseits, daB 
die Soxhletschen Analysen mit der denkbar gréBten Genauigkeit ausgefiihrt 
wurden, andererseits auch, daB wir es mit einem wirklich chemischen Gesetz 
zu tun haben. Dieses liefert: 
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100 ccm Fehling. 
z 47,5 52,8 59,5 68,0 79,6 95,7 120,7 161,0 243.8 495.2 ccm Zuckerlésung 
» 1 09 O08 07 06 O05 O04 O38 O02 £01 Proz. Zucker 
Verwendet man nicht 100 cem Fehling, sondern f/f cem und werde: 
diese durch zcem Zuckerlésung reduziert, so ist der Zuckergehali 
bs f a _. 100 z 
p = 47,1 + 0,0087 — 0,000 0077 . 
100 z 
Da in der Praxis f = 30 ccm und alsdann nach friiherem mit eine: 
Titrierfehler von drei Einheiten in der dritten Dezimale zu rechne: 
ist, so kann man fiir die Praxis setzen 


ae 
as 47,1 + 0,0087. (] 
P "1002 
Wahrend man bisher bei der maBanalytischen Zuckerbestimmung 
mit alkalischer Kupferlésung die Zuckerlésung auf annaihernd 1 Proz 
zu bringen hatte, fallt dies nunmehr weg, man kann z. B. bei etwa 
0,3 Proz. ohne vorheriges Einengen der Zuckerlésung die Bestimmung 
durchfihren. 
Nun hat man 
10 pz = 471 + 0,087 z — 0,000077z2 mg Dextrose. 
Das Einfithren der Alkaleszenz durch z = 100/n (1 — n) ergibt dis 
Alkaleszenzgleichung 
10,246 0,77 
10 pz = 461,528 + --—5, 
d.h. bringt man 100cem Fehling durch Wasserzusatz auf die Alka- 


ae oe | 
leszenz n normal und setzt (461.5 + -— ) mg Dextrose zu, so 
n n® , 

findet beim Kochen vollstandige Zersetzung statt, oder aber: 3,4639 ¢ 
CuS0,. 5aq mit Wasser, Seignettesalz und NaOH auf die Alkaleszenz » 


0,77 


gebracht, werden zersetzt durch ( 461,5 + 


)mg Dextrose. 


Die Kochzeit soll wihrend der Reduktion nach Sovhlet 2 bis 6 Mi- 
nuten betragen kénnen. Nun gibt 1 Vol. Fehling + 20 Vol. Wasser, ohn: 
Zuckerzusatz, schon nach 2 Minuten Kochzeit reichliche Ausscheidung 
von braunem Cu(OH),, ebenso 1 Vol. Fehling + 10 Vol. Wasser (an 
Boden schwarzes CuO). Die Grenze der zulissigen Verdiinnung, ohne 
Selbstzersetzung beim Kochen, ist etwa 1 Vol. Fehling = 7 Vol.; z kann 
also héchstens 600 ccm betragen, d. h. n darf nicht kleiner als 0,14 sein 
Hieraus: 

1. z kann nur zwischen 0 und 600 ccm liegen; n zwischen 1 und 
0,14 und damit p zwischen oo und 0,083 Proz. (Uber die Bestimmung 
von Prozenten unter 0,083 Proz. siehe am SchluB.) 
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2. Von p= o bis 0,083 Proz. ist 471 mg die kleinste Dextrose- 
menge, welche 100 ccm Fehling reduzieren, sie ist diejenige, welche man 
zu 100 Fehling ohne Wasserzusatz setzen muB, um vollstindige Reduktion 
zu erhalten, die gréBte Dextrosemenge ist dagegen 499 mg. 

3. Vom p= co bis p = 0,083 Proz. reduzieren 100 mg Dextrose 
21,2cem bis 20,2 ccm Fehling. 

4. Wirde in der Parabelgleichung 10 pz = A + Bz + C2 
B = C = 0 werden, also 10 pz = A, so ginge die Parabel in eine Gerade 
parallel der Abszissenachse tiber; die Zersetzung wiirde nach stéchio- 
metrischem Gesetz erfolgen. Wiirde nur C = 0, also 10 pz = A + Bz, 
so ginge die Parabel iiber in eine Gerade, die nicht parallel der Abszissen- 
achse ist, und die Abweichung vom stéchiometrischen Gesetz wire 
um so gréBer, je gréBer A ist. 

Fiir Maltose erhailt man 10 pz = 783 — 0,054z — 0,000076z*, wo z 
von 0 bis 600 geht. 

100 mg Maltose reduzieren demnach zwischen 12,78 und 15,31 Fehling. 


Die Reduktion nimmt hier (von z = 0 bis z = 600) entgegen den 
anderen Zuckerarten — zu mit abnehmender Alkaleszenz, was auch die 


Analysen von Sozhlet') bestatigen. 


Wie verhilt sich nun eine Fehlinglésung mit 51 ¢ NaOH im Liter gegeniiber 
einer mit 61¢ im Liter? 

Die alkalische Kupferlésung : 34,639 g CuS O,, 5 aq + 173 Seignette- 

salz + 61g NaOH im Liter hat die Alkaleszenz N = 1,25 normal. 

Fiigt man zu 100 ccm derselben z ccm Zuckerlésung, so erhilt man die 





100 N : 
Alkaleszenz n = 100 22? findet jetzt Zersetzung statt, so werden bei 
der Alkaleszenz n 3,464 g CuSQO,, 5 aq reduziert, also sind nach dem 
10,2. 0,77 
Alkaleszenzgesetz 10 pz = 461,5 + “tne” De. Dextrose vor- 
handen, setzt man den vorigen Wert von n ein, so kommt allgemein 
1,025 0,077) 1 102.5 154 77,10-7 
pa(aius + —— — —-)— + (—- — a) ie - ss 
. N N? / z N N? N' 
hiernach hat man 
NaOH im Liter N z= Weem 2 500 ccm 
5lg l p — 0.9470 p 0,0994 
6l¢g 1,25 P 0.9455 p 0,0986 


Der groBe Spielraum, den Fehling in den Annalen gestattet, bringt 
also héchstens bei der Bestimmung von 1 bis 0,1 Proz. Zucker eine 
Anderung von | in den Tausendsteln ; er ist also durchaus gestattet. Fir 


1) lc., S. 285. 
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eine alkalische Kupferlésung mit 101 g NaOH im Liter, also mit cd 
Alkaleszenz 2,25 normal erhilt man: 
1 ; - 
ao. * &, (3 
dies gibt 
S 4 «2 es 50 500 cem 
Pp... 0,9360  0,0967 
Die Abweichungen in p, gegeniiber der Fehlinglésung von der Alka 
leszenz 1, betragen also héchstens 1 in den Hundertsteln. 


Bestimmung des Zuckers mit Stufenanalyse. 

Durch Stufenanalyse mittels zweier Dreigliserproben und eine: 
Vierglaserprobe kann man, ohne Biirette tind weit einfacher als sonst 
den Zucker sehr genau bestimmen. 

Man hat zuniichst: 


Zuckerlésung, ccm 25 25 25 25 25 5 5 5 5 
Fehling, com... 3 4.5 4 3.5 3 5 a 3 l 
Zuckerproz., roh . (1) (0,9) (0,8) (0,7) (0,6) (0,5) (0,4) (0,3) (0,2) (0,1 


to or 


Erste Dreigldserprobe. 
In drei Reagenzglaschen von 10 bis 12 mm lichtem Durchmesser 
und etwa 12cm Lange bringt man mittels zweier MeBpipetten, die von 
0 bis 5em gehen, 


2,5cem Zucker + 5ccm Fehling (entsprechend roh1  Proz.), 


_ 5 or e +3 ., = ( Pa Fe oe 
5 i a +2 ,, - ( ” ne 


Alle drei Glaser bringt man (nach dem Mischen des Inhalts) gleich- 
zeitig 2 bis 3 Minuten ins kochende Wasserbad und untersucht hernach 
die Glaserinhalte auf Cupriionen. Findet man im ersten Glase Cupri- 
ionen, im zweiten aber nicht*), so folgt die 


zweite Dreigldserprobe. 
Zucker, com ..... 2,5 25 25 
Fehling, cm..... 45 4 3.5 


Die drei Glaser kommen wieder gleichzeitig ins Wasserbad. Finden sich 
im zweiten Cupriionen, im dritten aber nicht, so folgt die 


Vierglaser probe. 


or 


Zucker, ccm... 25 25 25 2, 
Fehling, com. . . 3,9 3,8 3,7 3, 


a 


1) Findet man im ersten Glas keine Cupriionen, so ist mehr als 1 Proz 
Zucker vorhanden und man hat die Zuckerlésung zu verdiinnen, etwa 
1 Vol. = 5 Vol. 
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Die vier Glaser kommen gleichzeitig ins Wasserbad. Finden sich im 
dritten Glase Cupriionen, im vierten aber nicht, so hat man Reduktion 
bei 2,4cem Zucker und 3,65ccm Fehling, dies gibt 
3,65 
250 
Bei 0,6 Proz. auf 0,5 Proz. wiirde man schreiben 

Zucker, com... 25 2,5 

Fehling, cem. . . 3,0 25 
und hatte die Vierglaserprobe 

Zucker, ccm... 25 25 25 25 

Fehling, com. . . 2,9 28 2,7 26 

Die Stufenanalyse ist mit der alkalischen Glycerinkupferlésung 


p = 47,1- +{0,0087 = 0,70 Proz. 


A. 3,464¢ CuSO, 5aq + li cem Glycerin + 10¢ NaOH in 100 cem 
auszufihren. Zu ihrer Herstellung lést man die 3,464 g in etwa 30 ccm 
Wasser durch Kochen, setzt nach dem vollstiindigen Erkalten die 15 ccm 
za und verdiinnt dann mit offizineller Natronlauge (D 1,17) auf 100. 

Diese Kupferlésung hat vor der Fehlingschen die Vorziige : 

1. sie ist unbegrenzt haltbar und viel starker blau (obgleich sie nicht 
mehr Cu enthalt); 

2. die Reduktion mit ihr schlieBt auch im Wasserbade scharf ab, 
der AbschluB kann mit Ferrocyankalium festgestellt werden. 

Andere Glycerinkupferlésungen (z. B. die von Léwe, Haine, Criswell) 
erleiden Selbstzersetzung bei Bestimmung von Prozenten bis herab auf 
0,1 Proz. Die Fehlinglésung ist nicht haltbar — Sozhlet verlangt sogar 
jedesmalige frische Herstellung der Seignettelésung II vor dem Gebrauch —, 
sie hat auBerdem den groBen Nachteil, da8 mit ihr die Reduktion im 
kochenden Wasserbade nicht scharf abschlieBt. 

Werden f/ ccm der obigen Glycerinkupferlésung durch z ecm Zucker- 
lésung reduziert, so hat man nach dem Alkaleszenzgesetz : 

p= ( 46,6 f 
100 z 

Eine 1 proz. Zuckerlésung von Traubenzucker puriss., wassertrei, 
Merck, ergab mit der Glycerinkupferlésung 0,995 Proz. Zucker, so daB 
die Anwendung des Alkaleszenzgesetzes, obgleich statt Seignettesalz 
Glycerin vorhanden ist, gerechtfertigt erscheint; tibrigens gaben die 
Formeln (1) und (3), wie schon oben bemerkt, fiir p nahezu gleiche 
Prozente. 


+ 0,0043 ) Proz. Zucker. 


Titer einer alkalischen Kupferlésung. 
Soxhlet empfiehlt, den Titer mit I proz. reiner Dextroselésung zu 
bestimmen, da im vorliegenden Falle statt 1 Proz. 0,995 Proz. gefunden 
wurden, so hat man, dem richtigen Titer entsprechend, mit 


(46,6. f 


iooz * 0,0043 ) Proz. zu rechnen. 


P = 0.995 





TT 
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Fiir das Wasserbad kann man ein Becherglas oder eine Blechbiic! 
benutzen, man legt auf dieselbe ein Zigarrenbrettchen, in das man 
Licher zum Hiangen der Glaser sagt. Uber jedes Glas schiebt man ein 
Gummiring, etwa 3mm breit, den man von einem Schlauch abschneid 
(Bringt man seitlich, etwa in der Mitte der Biichse, eine Offnung an 


verbindet sie mittels eines nicht zu engen Schlauches mit einer Mariotte scher, 


Flasche, so erhaélt man ein Bad mit gleichbleibendem, beliebig hoch 
stellendem Wasserstand. ) 


Das Filtrieren des im kochenden Wasserbade erhaltenen Cu,O bildet: 
anfangs groBe Schwierigkeiten. Ich konnte kein Filterpapier finden 
auch doppelt und dreifach genommen —, das Cu,O vollstandig zuriick 
gehalten hatte. Man erhalt zwar oft klare Filtrate, die aber bei dunkle: 


Hintergrunde rétlich sind von Spuren von Cu,O. Nach mancherlei Versuchen 
ergab sich, daB gewoéhnliches Filterpapier vollstandig undurchiassig fiir 


. " . = + es . 
Cu,O wird durch einen diinnen Uberzug von Kieselgur oder Talk, und dat 
Spuren von Cuprisalz beim Durchgang durch den Uberzug sich noch 


Spuren im Filtrat finden, ferner, daB der Uberzug die Schnelligkeit des 


Filtrierens nicht beeintrachtigt. 


Ich nehme 200 cem gewéhnliches Wasser, bringe etwa %% g Talk hinzu, 


mache mit NaOH schwach alkalisch und schiittle. Man erhalt so ein 
milchig weiBe Fliissigkeit; von ihr nimmt man etwa 10 ccm und schiittet 
sie als Ganzes (am besten kochend hei8) auf das Filter von 5cm Radius 


Die Fliissigkeit lauft schnell durch, und das Filter ist jetzt undurchlassig 


fiir Cu,O. 
Nimmt man ein Glas aus dem kochenden Wasserbade und gieBt sofort 
seinen Inhalt als Ganzes aufs Filter (dessen Filtrat man in eines der kleinen 


Glaser auffangt), so erhalt man ein vdllig klares Filtrat, das man schon, 


ehe alles abgelaufen ist, auf Kupfer untersucht. Bei vertikaler azial: 
Durchsicht hat man dann eine klare Fliissigkeit von 5 (bis 10) cem Dick 
vor sich, die noch Spuren von Kupfer an der blauen Farbe erkennen 1abt 
Fiigt man 20 Tropfen Eisessig und 1 Tropfen Ferrocyankalium zum Filtrat, 
so erhalt man den scharfsten Nachweis des Kupfers im Filtrat. Die Zucker 
bestimmung schlieBt ab mit zwei Proben, von denen die eine gelblich (spater 
durch Zersetzung des Ferrocyankaliums griin) ist, wahrend die ander 
rosa bis braunrot ist. 


Uber die Genauigkeit der Stujenanalyse. 


Ob man z. B. 100cem Fehling + 47 ccm Zucker erhitzt, filtriert 
und 10 ccm des Filtrats auf Cupriionen untersucht, oder ob man nur 
10 cem der Mischung erhitzt, filtriert, und auf Cupriionen untersucht 
ist ohne EinfluB auf die Genauigkeit ; wichtig allein ist, daB die Mischung 
von Zucker- und Fehlinglésung genau im vorgeschriebenen Verhaltnis 
erfolgt. Um bei kleinen Quantitiéten hier eine groBe Genauigkeit zu 
erzielen, benutze ich fiir die Zuckerlésung eine Vollpipette fiir 2,5 ccm 
ferner fiir die alkalische Kupferlésung eine MeBpipette mit etwa 6 mm 
lichtem Durchmesser, vom untersten Teilstrich bis zum obersten 5 ccn 
enthaltend. Die Entfernung beider Teilstriche ist so etwa 20cm und 
wird in 100 gleiche Teile geteilt, so daB 0; 0,05; 0,10; 0,15; 0,2, ..., Sen 
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iit der MeBpipette noch scharf entnommen werden kénnen (Abstand 
yweier Teilstriche 2mm). Man hat fiir das Ejinstellen auf 


| Proz.zunehmen2,5cem Zucker+5.1 =5 ccm Kupferlésung A 
090.  » » 26. - +5.0,99=— 495 , . ‘ 
0.98, -» » 25, » ~ 5.098 = 450 . . A 
0,80, -« » B86» - +5.080= 4. . A 
01. -» oo mes - +5.0,10=05 , . A 

Schreibt man oben, bei 5 ccm, an die MeBpipette 1 Proz. und ab- 


wirts bei 4,5cem, 4ccm, 3,5 ccm bzw. 0,9 Proz., 0,8 Proz., 
0,7 Proz. usw., so gibt die Pipette, bis auf die Hundertstel der Prozente, 
die fir 2,5cem Zuckerlésung notwendigen Kupfermengen an, und die 
Stufenanalyse gibt auf + 0,005 genau die Prozente (statt 1 Proz. kann 
man erhalten 1,005 bis 0.9905), waihrend Sorhlet S. 298 anfiihrt, daB 
seine Bestimmung, mit 50 ccm Fehling, die Prozente auf + 0,002 an- 
gebe (statt 1 Proz. 1,002 bis 0,998). 

Von den Proben sind selbstverstandlich nur die zu filtrieren, welche, 
nach dem Herausbringen aus dem Wasserbade, nicht blau erscheinen, 
also im allgemeinen nur drei bis vier. 

Fiir das auf 0,8 Proz. einzustellende Glas hat man z. B. danach zu 
nehmen: 2,5 ccm Zucker + Kupfermengen fiir 0,8 Proz. von Lésung A. 

Findet man am SchluB, daB die 2,5 cem Zucker f ccm Kupferlésung 
a a 0,0043 ) Proz. Zucker vorhanden oder 


die ihrer 


usw. 


reduzieren, sO war ( 46,6 = 


noch einfacher: gibt MeBpipette am SchluB vermége 


Skala p Proz., so war (93,2 x + 0,0043 ) Proz. Zucker vorhanden. 
Die MeBpipette mit Prozentangabe liefert Dr. KarlGoercki, Hannover, 
Klagesmarkt, Preis etwa 1 Mark; eine Vollpipette fiir 2,5 cem wohl auch. 
Bei 0,1 Proz. kann man auch die doppelte Quantitit ins Wasserbad 
bringen, also zweimal 2,5cem Zucker plus zweimal der Kupferlésung 
fiir 0,1 Proz. 
Kontrastjarbe bei der Stufenanalyse. 

Wir nennen Kontrastfarbe diejenige, welche sich bei Anderung des 
chemischen Gleichgewichts einstellt. Hat man z. B. in einem Glase 
2,5eem Zucker + 3,5 ccm Fehling im Gleichgewicht, so ist die Flissig- 
keit nach dem Kochen farblos ; hat man dann im folgenden Glase 2,5 ccm 
dieser Zuckerlésung und 4ccem Fehling, so ist die Flissigkeit blau. 
Dieses Blau ist die Kontrastfarbe fir den Ubergang von der einen Probe 
zur anderen, sie ist identisch mit 0,5 cem Fehling verdiinnt mit Wasser 
auf 6,5 cem oder 1 Vol. Fehling verdiinnt auf 13. Dies gibt aber ein gut 
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wahrnehmbares Blau, mit Essig und Ferrocyankalium intensives R: 
braun auch in den Glasern von | cm Durchmesser. 

Hat man allgemein in einem Glase zcem Zucker + fcem Fehli 
im Gleichgewicht, im folgenden z,cem Zucker + /, ccm Fehling, so 
die Kontrastfarbe /, f-3 cem Fehling, verdiinnt mit Wasser auf 
(2, t hey 1. 


si—i% 


Ist die Kontrastfarbe sehr schwach, so lassen sich die zwei Probe: 


z, + f,cem, d.h. 1 Vol. Fehling verdiinnt auf 


nicht mehr auseinanderhalten, und es hat keinen Sinn, sie anzustelle: 

Fiir die mit der eben beschriebenen MeBpipette erreichte schwachs/: 
Kontrastfarbe erhalt man 0,05 ccm von A, verdiinnt auf 7.5 oder I Vol. A 
(oder Fehling), verdiinnt auf 150 Vol. Bringt man hiervon 10 cem i: 
eines der Glaser und setzt 10 Tropfen Eisessig + 1 Tropfen Ferrocyan 
kalium zu, so erhalt man ein kraftiges Rot, was die Zuverlassigkeit de: 
Stufenanalyse am besten bestatigt. Bei den folgenden Reduktionen 
von Farbstoffen durch Dextrose in alkalischer Lésung setzt man der 
Farbstofflésung so lange Dextrose zu, bis die Farbe verschwindet 
Diese Methode steht also etwa auf derselben Stufe wie eine Fehlingsclh: 
Zuckerbestimmung, bei der man ohne Zuhilfenahme von Ferrocyan. 
kalium titriert bis zum Verschwinden der blauen Farbe; also auch auf 
der Stufe der Bangschen Zuckerbestimmung mit alkalischer Kupfer- 
lésung und Hydroxylamin. 

Die Kontrastfarbe spielt bei den Farbstoffen eine ganz bedeutend: 
Rolle. 

Beim gewohnlichen Titrieren, etwa mit Phenolphthalein als Indikator, 
handelt es sich um die Kontrastfarbe bei Anderung des chemischen Gleich 
gewichtes durch einen Biirettentropfen. 

Die Starke der Kontrastfarbe ist ein MaB fiir den scharfen Abschlul 
der Titration. - 

Kolloidales Cu, 0. 

Wird das Cu,O kolloidal ausgeschieden — wie z. B. beim Harn- 
zucker —,. so findet man im Filtrat immer Cupriionen; das Filtrieren 
ist also dann wertlos. In diesem Falle benutze man die von mir!) an- 
gefiihrte Eigenschaft des Cu,O. Das Cu, 0 ist léslich in NaCl + Essig- 
siure und diese Lésung gibt mit KCyS weiBes in Essigsiure unlésliches 
CuCy8S. Die alkalische Glycerinkupferlésung ist hier 
B. 3,464¢ CuSO, 5aq + Licem Glycerin + 10¢ NaOH +2¢ KCys 

in 100 cem. 

Man lést die 3,464 in etwa 30 cem Wasser durch Kochen, setzt nach 
dem vollstdndigen Erkalten die 15cem Glycerin zu, dann 50 ccm offizinelk 
NaOH (D 1,17); hernach 2g KCyS und verdiinnt mit der Natronlaug: 
auf 100. 


1) Ruoss, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 133, 1918. 
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Diese Lésung kann jederzeit auch die Lésung A ersetzen. 

Von der, kolloidale Ausscheidung bewirkenden Zuckerlésung bringt 
man ungefahr 50 cem in einen Kolben von etwa 100 ccm und fiigt etwa 
\0g NaCl zu. Man schiittelt 4 Minute. Enthalt das NaCl keine Bollen, 
so lést es sich in dieser kurzen Zeit vollstdéndig auf. Die tiblichen Ver- 
unreinigungen des NaCl erzeugen eine belanglose Triibung. 

Findet man spiter, daB die NaCl-haltige Zuckerlésung p Proz. 


, : 7 
Zucker hat, so hat die urspriingliche Zuckerlésung p 4 on P Proz. 


] 


Zucker (d. h. Zuschlag von der Zahl der gefundenen Prozente). 


Nach den Tabellen von Gerlach geben namlich 100 cem Wasser + 20,77 g 
NaCl 107 cem Fliissigkeit. 

Essigsiiure E. Ungefaihr 50 ccm Wasser werden mit 10g NaCl 
(wie vorhin) geschiittelt. 1 Vol. hiervon, mit etwa 1 Vol. Eisessig 
gemischt, gibt die Essigsiure Z, sie kann zur Not auch durch Eisessig 
allein ersetzt werden. 

Hat man jetzt die Dreigliserprobe : 

PO, COR «is sick eee oe BO BS SS 

Alkalische Kupferlésung, com. . 5 3 2 
so gieBt man von jedem Glase nach dem Mischen so viel weg, daB nach 
Augenmaf ein Volumen von 3 bis 4cem Flissigkeit zuriickbleibt. 

Man bringt jetzt die drei Glaser gleichzeitig zwei oder mehr Minuten 
ins kochende Bad, nimmt nun das erste Glas aus dem Bade, setzt zur 
heiBen Fliissigkeit desselben nach Augenmaf 4, Volumen (also 1,5 bis 
2cem) der Essigsiure Z zu (vor dem Essigsiéurezusatz kann man eine 
Halterklammer an die nach AugenmaB geschitzte Stelle bringen). 

Nun schwenkt man um, indem man das Glas vertikal halt und 
rasch in horizontalen Kreisen dreht. 

Jetzt bringt man das Glas zuriick ins Bad; ebenso verfahrt man 
beim zweiten und dritten Glase. Die Glaser bleiben im Bade bis alles 
Cu,O verschwunden und ein weiBer Niederschlag entstanden ist. Dies 
dauert im allgemeinen 0 bis 2 Minuten. Wahrend dieser Zeit nimmt 
man voriibergehend die Gliser zwei bis dreimal aus dem Bade und 
schwenkt sie um. 

Nun werden die Gliser endgiiltig aus dem Bade genommen und 
etwas abgekiihlt. Man erhilt jetzt mit 1 Tropfen Ferrocyankalium und 
Umschwenken einen Farbenumschlag von Wei in Braunrot, wenn Cupri- 
ionen vorhanden waren; ein blasses Rosa ist ein Zeichen, daB nur Spuren 
von Cuprisalz anwesend waren. Die Zuckerbestimmung schlieBt ab mit 
zwei Proben, von denen die eine nach Zusatz von Ferrocyankalium 
weiB, die andere rosa bis brauwnrot ist. 
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Die Bestimmung des Zuckers bei kolloidaler Ausscheidung kai 
demnach ohne Filtration vollzogen werden. Will man aber die Farbe 
aénderung durch Ferrocyankalium rein beobachten, so gieBt man di 
heiBe Fliissigkeit mit dem weiBen Niederschlage auf ein kleines Filte1 
und setzt, ehe alles abgelaufen, 1 Tropfen Ferrocyankalium zum Filtra‘, 
das vorher nicht ganz klar zu sein braucht. 


Bemerkungen. 

1. Das Verfahren kann selbstverstaéndlich auch bei nicht kolloidaler 
Ausscheidung, also bei reinen Zuckerlésungen angewendet werden und biet«t 
dann den Vorteil, daB das Filtrieren wegfallen kann. 

2. Man kann auch mit der NaCl-freien Zuckerlésung arbeiten und fiigt 
dann zu jeder Probe gleich nach dem Essigséurezusatz so reichlich festes 
NaCl, daB die untere Kuppe des Glases noch etwa zur Halfte mit festem 
NaC! bedeckt ist (dabei darf auch NaCl an den Glaswanden hangen bleiben 
Man schwenkt um, bringt die Probe zuriick ins Bad usw. wie oben. 

3. Die weiBe Probe zeigt haufig nach einiger Zeit einen Stich ins Griine, 
der von teilweiser Zersetzung des Ferrocyankaliums herriihrt, nicht aber 
von Cupriionen. Dieser Stich ist eher ein Zeichen von der Abwesenheit 
dieser Ionen, denn auch erneuter Zusatz von Ferrocyankalium gibt kein: 
Rotfairbung; maBgebend ist eben die weiBe oder rote Farbe gleich oder kurz 
Zeit nach dem Ferrocyankaliumzusatz. 

4. Je geringer der Zuckergehalt, desto rascher erfolgt die Lésung des 
Cu,O in Essigsaéure; bei 0,1 Proz. Zucker erfolgt die Lésung meist sofort 

5. Bei Harnzuckerbestimmungen ist im allgemeinen gar kein Zusatz 
von NaCl erforderlich, das kolloidale Cu,O lést sich ohne weiteres in Essig 
séure; wird je ein solcher Zusatz erforderlich, so macht man ihn mit festem 
NaCl; in der Regel wird man sich hier auch mit der Bestimmung auf Zehnte! 
prozente begniigen, so daB die Viergliserprobe wegfillt. 

Schon die erste Dreigléserprobe reicht vollstandig hin, um den Harn in 
physiologischer Beziehung zu deuten, man stellt sie an, indem man die drei 
Glaser 

Urm, com ..... 25 32 

LésungA,com...5 3 2 

Fag TOM oi cine kh GO OD 
gleichzeitig 1 Minute (dies geniigt vollstandig) ins Bad bringt und hernach 
mit 30 Tropfen Eisessig oder besser noch mit 30 Tropfen Essigséiure E 
versetzt und umschwenkt. 

Gibt das dritte Glas nach Ferrocyankaliumzusatz keinen Farben 
umschlag in Rotbraun, so enthalt der Urin mehr als 0,2 Proz. Zucker (besser 
gesagt, sein Reduktionsvermégen betragt mehr als das von 0,2 Proz. Zucker), 
er ist dann diabetisch; gibt das zweite Glas keinen Farbenumschlag, so 
enthalt er mehr als 0,6 Proz.; gibt das dritte Glas keinen Farbenumschlag, 
so enthalt er mehr als | Proz. 

Wie sich die Stufenanalyse mit Tropfenglaisern noch einfacher be 
stimmen l&6t (auch ohne Bad), soll in einem spateren Aufsatz angegeben 
werden. 


Bestimmung des Zuckers 0,01 bis 0,1 Proz. 


Solche Bestimmungen waren bis jetzt mit Fehlinglésung nicht 
auszufihren, da diese Lésung hierbei Selbstzersetzung erleidet. Dix 
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Selbstzersetzung l4Bt sich aber vermeiden durch NaOH-Zusatz, also 
durch Erhéhen der Alkaleszenz. So geben 50 Vol. aq + 1 Vol. Fehling') 
nach dem Kochen braunes Cu (OH), 50 Vol. aq + 1 Vol. Fehling + 4 Vol. 
alkalischer Seignettelésung II aber kein Cu(OH),. Die Erhéhung der 
Alkaleszenz geschieht am einfachsten durch Zusatz der alkalischen 
Seignettelésung oder der alkalischen Glycerinlésung 
G) 30g Glycerin + 20g NaOH in 100 ccm zur Kupferlésung 
K) 6,928g CuSO,, 5aq in 100 cem. 
Wir betrachten nun die Mischung 
10cem Zuckerlésung + acemG@ + bcem K. 
Diese enthalt 200 amg NaOH, von denen 22,25 6 mg zur Bildung 
von Cu(OH), erforderlich sind, so daB die Mischung die Alkalesezenz 
200 a — 22,256 
"= 40(10 +a + 5) 
besitzt. Diese Mischung ist aber qualitativ identisch mit (Multiplikation 
der gemischten Teile mit 50/6) 


= ecm Zucker + sc com G + 50 cem K, 


diese Mischung enthalt aber 3,464 g CuS0O,, 5aq; werden diese nun 
zersetzt, so sind nach dem Alkaleszenzgesetz 
10,2 0,77 


(461,5 + = 


) mg Dextrose 


10,2 0,77 
n n? 


in den = ecm Zuckerlésung, was 2 ( 461,5 aa ) 10-4 .b 


Prozent Dextrose ergibt. 


Dies liefert, wenn man a= 1 und der Reihe nach 6 = 1, 0,9, 
0,8, ..., O,lcem setzt: 


1. 10cem Zucker + leemG + TI com K p=0,1 (0,097) 
210, «, +1, 4+09, K p =0,09 (0,087) 
3. 10 , » +1, 4408, K p=0,08 (0,078) 
0.10, , +1, @+01, K p= 0,01 (0,0097) 


Die Bestimmung von 0,01 bis 0,1 Proz. kann also mit zwei Drei- 
glaserproben ausgefiihrt werden. 


Erste Dreigldserprobe. 
10cem Zucker + leem G@ +1 cem K (entspricht 0,1 Proz.), 
”*« » +1, G4G+06 ,, K ( *9 ae a 
SE se 6 MR OP MR OB 


1) Diese Mischung kiime bei 0,01 Proz. Zucker in Frage. 
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Sind nach dem Einbringen ins Bad im ersten Glase Cupriion 
im zweiten aber nicht vorhanden, so folgt 


Zweite Dreigldserprobe. 

10cem Zucker + leem G + 0,9cem bzw. 0,8, 0,7 ccm K. 

Sind im ersten Glase Cupriionen vorhanden, im zweiten nicht, so 
ist der Zuckergehalt 0,085 Proz. 

Die 0,1, 0,2, ..., leem K entnimmt man mit einer MeBpipett: 
bei der 0,1 cem noch einer Rohrlange von etwa 1 cm entspricht; statt 
leem G kann man auch 20 Tropfen @ hinzufiigen. Der Nachweis des 
Kupfers im Filtrat durch Ansaiuern und Ferrocyankalium ist auch hier 
ungemein scharf. 

Anwendung auf die Bestimmung der Higenreduktion eines Harns 
Reduziert ein zuckerfreier oder durch Girung zuckerfrei gemachte: 
Harn die Kupferlésung ebenso stark wie eine 0,2 proz. Zuckerlésung, so 
nennt man 0,2 Proz. seine Eigenreduktion, sie rihrt von Harnsiiur 
Kreatinin usw. her. Auf Grund zahlreicher von mir gemachter Be- 
stimmungen betragt die Eigenreduktion, mit der obigen Kupferlésung 
gemessen, im Maximum 0,2 Proz. und das gréBte spezifische Gewicht 
eines zuckerfreien Harns 1,035. Zur Ermittlung der Eigenreduktion 
l4Bt man etwa 50 ccm Urin mit 5g PreBhefe 1 Stunde lang im Wasser- 
bade von 34 bis 37° vergiiren. Diese Zeit geniigt sogar bei 1 Proz. Zucker- 
gehalt zum Vergiren'); man filtriert dann und bestimmt im Filtrat 
die Eigenreduktion mit der Lésung B; werden f ccm B durch z ccm des 
Filtrats reduziert, so ist die Eigenreduktion //2 z Proz. 

Um Wasserbader auf konstanter Temperatur zu halten, pflegt man div 
kleine Flamme zu regulieren, ich halte es aber zweckmaBiger und sicherer, 
wenn man einen Blechstreifen unter den Boden des WassergefaBes bringt, 
der den Boden etwas iiberragt, und nun die Flamme, etwa die kleine Spar- 
flamme des Bunsenbrenners, lings des Streifens unterhalb verschiebt, 
eventuell iiber den Boden hinaus. 

Zur Erhéhung der Alkaleszenz (und zum Niederschlagen de 
Phosphate) setzt man einfach NaOH (Dichte 1,17) zu und benutz' 
dann nicht die Kupferlésung K, sondern die alkalische Lésung B 

Beispiel: lecm B + 5 cem zuckerfrei gemachter Urin + 10 Tropfen 
NaOH wurden 1 Minute ins Bad gebracht, dann mit 30 Tropfen det 
Essigsiure Z angesiuert und nun mit 1 Tropfen Ferrocyankalium 
versetzt, es trat ,,braunrote Farbung“ ein. 

leem B +6cem Urin + 10 Tropfen NaOH 1 Minute ins Bad 
gebracht, angesiuert, heiB filtriert, das Filtrat mit Ferrocyankaliun 
versetzt, gab keine Farbeninderung, also Eigenreduktion zwische: 
0,10 und 0,09 d.h. 0,095 Proz. 


1) Victorow, Pfliigers Arch. 118, 583, 1907; Ruoss, Zeitschr. f. physio! 
Chem. 101, 142, 1918. 
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Das Filtrieren bei 6 ccm Urin geschah, um mit gréBter Sicherheit 
das Ausbleiben einer Farbenainderung festzustellen. (Das Zusetzen 
einer Messerspitze Talk nach dem Ansiuern ergibt auch ein vdllig klares 
Filtrat.) 


Man wird bei der Bestimmung der Eigenreduktion immer mit 
leem B + 5cem beginnen und dann um ganze Kubikzentimeter vor- 
warts oder riickwiarts schreiten. 

Die Eigenreduktion l4B8t sich auch — ohne Girung und ohne 
chemische Analyse — aus dem spezifischen Gewicht des Urins berechnen. 
Um letzteres auf 15° zu beziehen, hat man pro Grad 0,00025 zu addieren 
bzw. zu subtrahieren. 

Die Berechnung fuBt auf folgendem: 

1. ErfahrungsgemaB zeigt beispielsweise ein zuckerfreier Urin vom 
spezifischen Gewicht 1,024 und der Eigenreduktion e, nach dem Ver- 
dimnen 1 Vol. = 2 Vol., das spezifische Gewicht 1,012 und die Eigen- 
reduktion e/2, und beim Verdiinnen | Vol. = 4 Vol., das spezifische Ge- 
wicht 1,006 und die Eigenreduktion e/4. Im letzten Falle ist in 100 ecm 
auch nur noch ein Viertel der Harnséure, des Kreatins usw. vorhanden; 
hieraus folgt z. B.: Ein zuckerfreier Urin vom spezifischen Gewicht 
1,033 und der Eigenreduktion 0,18 Proz. muB nach dem Verdiinnen auf 
= 0,055 Proz. 
zeigen; einer vom spezifischen Gewicht 1,012 und der Eigenreduktion 
0,03 Proz. muB nach dem Verdiinnen auf das spezifische Gewicht 1,010 


das spezifische Gewicht 1,010 die Eigenreduktion 0,18 - 


die Eigenreduktion 0,03-—— = 0,025 Proz. ergeben, einer vom spezifi- 


12 
schen Gewicht 1,008 und der Eigenreduktion 0,03 Proz. muB nach dem 

( 
Einengen auf das spezifische Gewicht 1,010 die Eigenreduktion 0,03 - 3 
= 0,038 Proz. besitzen. 

Zahlreiche Analysen gaben so : Jeder zuckerfreie Urin, auf das spezifi- 
sche Gewicht 1,010 gebracht, zeigt eine Eigenreduktion, die schwankt 
zwischen 0,056 und 0,025 Proz., die also im Mittel 0,04 Proz. ist. Bei 
einem zuckerfreien Urin vom spezifischen Gewicht 1 + 2 ist also, 
unverdiinnt, mit einer Eigenreduktion von 


e = 4.2 Proz. (I) 
zu rechnen. 

2. Erfahrungsgem&B zeigt jeder zuckerfreie Urin, mit Dextrose 
in fester Form versetzt, bei Zunahme von je 1 Proz. Dextrose, eine 
Zunahme von 0,0038 im spezifischen Gewicht (konstant bis 10 Proz. 
Dextrose). 
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Ein zuckerfreier Urin vom spezifischen Gewicht 1 + x, mit y Pro 
Dextrose versetzt, hat demnach das spezifische Gewicht 
8 = (1 x) + 0,0038 y. (II 


Erhalt man jetzt mit der Kupferlésung p Proz. Zucker, so i- 
p=4r+y. (Ii! 
Aus I, LL und III 2 und y eliminiert, gibt: 
Eigenreduktion 4 (s — 1 — 0,0038 p) Proz. 
Beispiel. 8 = 1,020, mit der Kupferlésung wurde gefunde: 
p = 0,40 Proz. Die Rechnung gibt jetzt: Eigenreduktion 0,07 Proz 
und damit tatsachlicher Zuckergehalt 0,33 Proz. 


Reduktion der Farbstoffe. 

Jene Farbstoffe, bei denen nach der Reduktion die urspriinglich: 
Farbe wiederkehrt, miissen vor Luftzutritt') geschiitzt werden und 
eignen sich daher weniger gut zur Untersuchung als die Farbstoffe mit 
bleibender Veranderung. Ich untersuchte daher Lésungen letzter Art 
und zwar Orange II (Sulfanilsiure azo-8-Naphtol) und Echtrot C, si 
zeigten eine betrachtlich gréBere Abnahme der Reduktion mit Abnahm« 
der Alkaleszenz im Vergleich zur Reduktion der Metallsalze und dem 
entsprechend ganz enorme Abweichungen vom stéchiometrischen Gesetz 
Innerhalb ganz enger Grenzen kann dessenungeachtet selbstverstandlich 
Proportionalitaét vorkommen, wie ja auch die alkalische Kupferlésung 
1 Vol. Fehling = 5 Vol. solche fiir 1 Proz. bis 0,5 Proz. nahezu aufweist 


Echtrot C 0,3q + 100g NaOH im Liter. 

Mit Vollpipetten wurden dieser Lésung 10, 4, 2, 1 cem entnommen 
in Reagenzgliser mit etwa 1 cm Durchmesser gebracht, mit ab 
gemessenen Mengen Zuckerlésung versetzt und 5 Minuten ins kochend: 
Wasserbad gehingt. Die Entfarbung war am schirfsten nachzuweise1 
bei azvialer, (vertikaler) Durchsicht durch die Glaser. Nach der Ent- 
firbung stellt sich leichtes Strohgelb ein (will man sich von ihm frei 
machen, so siure man mit konzentrierter HCl an). 

Zur Untersuchung kamen Dextroselésungen von 1, 0,5, 0,2, 0,15 
0,1 Proz. Gehalt ; ihnen wurden mit einer MeBpipette die Flissigkeit ent- 
nommen. Diese Pipette hatte die Teilung 0, 0,1, 0,2, ..., lem; 0,1 cem 
entsprach einer Rohrlange von lem, so dab auf 0,05 ccm scharf ent 
nommen werden konnte. 

Im folgenden bezeichnen wir den 20. Teil eines Kubikzentimeter- 
kurz mit Tropfen, wobei es sich aber nicht um eigentliche Tropfen handel 
sondern immer genau um je 0,05cem. Unter 15 bzw. 200 Tropfen sind 
also ganz genau 0,75 ccm bzw. genau 10 ccm zu verstehen. 


') Die kleinsten Erschiitterungen der Glaser im kochenden Bade kénne 
hier Farbenumschlag erzeugen, da sich der entfarbte Stoff meist an de 
Oberfliche sammelt, dort oxydiert wird und nun gefarbt zu Boden sinkt 
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Die Stufenanalysen Viergliserproben — waren 
Nr. l. lproz. Zuckerlésung. 
Rot, Tropfen. . . . . 200 200 200 200 
Zucker, Tropfen ... HM Wb 16 #17 
Nachdem die vier Glaser gleichzeitig 5 Minuten im Bade waren, 
wurden sie herausgenommen und auf Entfirbung gepriift. Im ersten 
Glas war noch schwaches Rot vorhanden, im zweiten nicht; daher Ent- 
farbung 200 Rot und 14,5 Zucker, d. h. 100 Rot + 7,3 Zucker 1 proz. 
Die Kontrastfarbe war also 1 ccm Rot verdiinnt mit Wasser auf 
214 : 
ae 16 = 16cem, ein kraftiges Rot. 
Zi 
Nr. 2. 0.5proz. Zuckerlésung. 
Rot, Tropfen. . . . . 80 80 80 80 
Zucker, Tropfen ... 12 BM 1 
Entfarbung von 12 auf 13; also 100 Rot + 15,6 Zucker 0,5 proz. 
Kontrastfarbe leem Rot = l5ccem (Schirfe also wie vorhin). 
Nr. 3. 0,2proz. Zuckerlésung. 
Rot, Tropfen. .... 40 40 40 40 
Zucker, Tropfen ... 16 17 18 19 
Entfarbung von 18 auf 19, d.h. 100 Rot + 46,3 Zucker 0,2 proz. 
Kontrastfarbe 1 ccm Rot = 24 cem. 
Nr. 4. 0,15proz. Zuckerlésung. 
Rot, Tropfen. . ... 20 20 20 20 
Zucker, Tropfen ... 12 13 M Wb 
Entfairbung 14 auf 15, also 100 Rot +- 72,5 Zucker 0,15 proz. 
Kontrastfarbe 1 ccm Rot = 26 ccm. 
Nr. 5. 0,lproz. Zuckerlésung. 
Rot, Tropfen. .... 20 20 20 20 
Zucker, Tropfen ... 24 2% 26 27 
Entfairbung 25 auf 26, also 100 Rot 4- 127.5 Zucker 0,1 proz. 
Kontrastfarbe leem Rot = 58 ccm. 
Diese Kontrastfarbe bildete die Grenze des in den Glisern noch 
deutlich wahrnehmbaren Rotes. 
Wiirde man bei Nr. 5 nehmen: 


Rot, Tropfen. . . . . 200 200 200 200... 
Zucker, Tropfen ... 250 251 252 253... 


—_—— 450 
so hatte man von 250 auf 251 die Kontrastfarbe 1 ccm Rot 200° 251 
562 cem, was als Rot nicht wahrnehmbar wire. Aus denselben 


Griinden kann man bei Nr. 2, 3, 4 nicht mit 200 Rot arbeiten. 
Man hat nun 


aaa 2 lLlU 100 
Zucker, z ... 7,3 156 463 72,5 127,5 
Beem wes FOR SO GR (SI 
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und nun hat man zu setzen 


A 
P= | B+ Cz. 


~ 
~ 


C wird noch viel kleiner als bei der alkalischen Kupferlésung, so da! 
man sofort schreiben kann 


A 
Pp — + B, 
und nun hat man fiir A und B die fiinf Gleichungen: 
A A A A 
l= B+—; 05=>B+ —;0,2=84 —> 015 = B+ — 
7.3 15.6 46.3 72.5 
A 
0.1= B+ : 
127,5 


woraus nach der Methode der kleinsten Quadrate: A 6,94; B = 0.05 
also 


6,94 
p = -— + 0,05 


~ 


und damit 


~~ 
10 p = 19.4 
Hiernach 
z, geomessen ... 73 156 463 72,5 127,5 
Ps » i 1 0.5 02 O15 0.1 
p, berechnet. . . 1,00 0,20 0,20 015 0,10 


Werden also r Vol. Rot durch z Vol. Zuckerlésung entfarbt, so ist 

6,94 r 

(= 100 

Fiir die reduzierende Kraft organischer Verbindungen in alkalischer 
Lésung diirften also wohl allgemein die zwei Gesetze gelten: 

1. Werden 100 ccm einer alkalischen Metallsalzlésung oder eine: 

alkalischen Farbstofflésung durch zccm der Lésung einer organischen 


oe 0,05 ) Proz. Zucker vorhanden. 


: (A : 
Substanz S reduziert, so enthalt die letztere Lésung ( — + B + Cz} 
Prozent von S. 


2. Bringt man die 100 ccm durch Verdiinnen mit Wasser auf die 
Alkaleszenz » normal, so werden sie durch 


- 


F . , 
D + + —, mg der organischen Substanz S 
n _ tos 


volistandig reduziert. 
Hierbei sind A, B,C, D, E und F konstante Zahlen. 
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Nachweis des Traubenzuckers im Harn mit alkalischer 
Kupfer-Glycerinlésung fiir die Praxis‘). 
Von 
Hermann Ruoss (Stuttgart). 


(Eingegangen am 8. August 1924.) 


Der Nachweis des Zuckers im Harn mit Wismutsalzen bei den Proben 
von Nylander, Almen, Hammarsten ist unzuverlissig, da bei mehr als 
der Hialfte zuckerfreier Urine diese Proben positiv ausfallen?). 

Der Nachweis des Zuckers mit der Trommerschen Probe ist eben- 
falls unzuverlissig*), da Fille bekannt sind, wo sogar bei 0,3 Proz. 
Zucker die Probe negativ ausfiel. 

Der Nachweis des Zuckers mit Polarisation kann zu Trugschliissen 
fiihren, da der Harn 0,2 Proz. und mehr Zucker enthalten kann, ohne 
daB der Polarisationsapparat eine Rechtsdrehung anzeigt*). 

Der Nachweis des Zuckers mit Gdrung ist ziemlich grob und eignet 
sich nur fiir groBe Zuckermengen‘). 

Den empfindlichsten und zuverlissigsten Nachweis fiir den Zucker 
im Urin liefert zurzeit die Worm-Miillersche Probe im Tyndallphinomen 
des kolloidalen Kupferoxyduls, das in alkalischer Kupferlésung sich 
bildet 5). 

Die quantitative Bestimmung des Zuckers geschieht hiaufig mit 
Girungssaccharometern. Nach Hasselbalch, Lindhard, Pfliiger®) geben 
sie aber ungenaue Resultate, auch hat Hedin’) nachgewiesen, dab die 

1) Ohne Biiretten, ohne Pipetten, ohne Wasserbad, nur mit zwei Tropfen- 
glasern. 

®) Pjliiger, Pfliigers Arch. 105, 1904; Moritz, Arch. f. klin. Med. 46, 1890; 
Salkowski, Praktikum 1900, S. 181; Kistermann, Arch. f. klin. Med. 50, 1892. 

8) Pfliiger, Pfliigers Arch. 105, 137, 1904; Worm-Miiller, ebendaselbst 
27, 112, 1882. 

*) Lindhardt-Hasselbalch, diese Zeitschr. 27, 277.u. 286, 1910. 

5) Piliiger, Pfliigers Arch. 105, 126, 1904; Ruoss, Zeitschr. f. analyt. 
Chemie. 58, 193, 1919; Ruoss, Zeitschr. f. physiol. Chemie 101, 195, 1918. 

8) Lindhardt-Hasselbalch, diese Zeitschr. 27, 286, 1910; Pfliiger, Pfliigers 
Arch. 105, 121—175, 1904. 


7) Neubauer Huppers, Analyse des Harns 1, 247. 
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Kohlensiuremenge von der Menge des vorhandenen Harnstoffs ab. 
haingt'). Eine andere viel angewendete quantitative Bestimmung 
die mit Fehlingscher Lésung, sie ist in einer fir Arzte geeigneten Forn 
im Reichsmedizinalkalender enthalten und beruht auf der Entfarbung 
der Fehlinglésung durch den Zucker. Das Erkennen des Endes der 
Entfirbung ist aber sehr schwer festzustellen. 

Lassar-Cohn sagt in seiner Praxis der Harnuntersuchung hieriibe: 
Es ist auferordentlich schwer, den Endpunkt der Reaktion im Harn 
zu erkennen. Mit voller Sicherheit vermégen es eigentlich nur di: 
welche sich andauernd mit Zuckertitrieren nach dieser Methode be- 
schaftigen. 

Durch Hinzufiigen von Rhodankalium zur Fehlinglésung ist es 
mir aber gelungen, diesen Ubelstand zu beseitigen. 

Neben dem Zucker reduzieren auch andere Urinbestandteil 
(Kreatinin, Harnsiiure, Glykuronsiure, Brenzcatechin usw.) die alkali- 
sche Kupferlésung ; dazu tritt noch, daB auch der Harn véllig Gesunder 
zuckerhaltig ist®); beides zusammen gibt fiir den Harn véllig Gesunder 
im Maximum eine Reduktion, die nahezu der von 0,2 Proz. Zucker 
gleichkommt. Die Einnahme von Arzneimitteln kann die Reduktion 
betrachtlich steigern; eine solche Einnahme soll also vorher nicht 
stattgefunden haben. Ein Harn ist daher sicher diabetisch, wenn di 
Reduktion der Kupferlésung zum mindesten derjenigen einer 0,2 proz 
Zuckerlésung gleichkommt. Am geeignetsten ist dabei fiir die Unter- 
suchung des Harns 4 Stunden nach reichlichem Genu8 von Kohle- 
hydraten, und es ist fiir die Praxis am einfachsten, sich quantitativ mit 
einer geringeren Reduktion als 0,2 Proz. nicht zu befassen. 


') Da die Fliissigkeit im Saccharometer CO, absorbiert, so sollte man 
erwarten, daB erst bei 0,3 Proz. Zucker gasférmige CO, auftritt. Die Hefe 
zeigt aber Selbstgiirung (Glykogengiirung). Wasser mit 50 Proz. Hefe 
auch mit 10 Proz. — zeigt z. B. freie CO, bei QuecksilberabschluB. Di 
Hefemenge darf also nicht so groB sein, daB durch Selbstgirung gasférmig: 
CO, sich ergibt; streng genommen gerade so groB, daB ihre CO, die Fliissig- 
keit genau sattigt. Bei 0 bis 0,3 Proz. Zucker sind aus diesem Grunde dix 
Angaben der Saccharometer unzuverlissig; auBerdem aber auch wegen 
schwierigen Ablesens der Kohlensiiuremenge und ihrer Reduktion auf © 
und 76em Druck. Bei groBem Zuckergehalt ist die Glykogenkohlensiur: 
gering gegeniiber der Zuckerkohlenséure, die Angaben werden dann besser 

Das Dr. Wagnersche Saccharometer (Glasfabrik Gétze, Leipzig) ist 
nahezu unzerbrechlich und vermeidet Beriihrung von Quecksilber und Har 
Steckt man die untere Hilfte desselben in einen passenden Blechkasten und 
verschlieBt man mit Watte, so l4Bt sich dieser Saccharometer auch in ein 
Wasserbad von 37° bringen. 

*) Nach Nagasaki, Hoppe-Seylers Zeitschr. 95, 1915, im Maximu 
0,054 Proz. 

















offs ab- 


nung ist 
n Form 
farbung 
des der 


ieriiber 
m Harn 
nur die 
ode be- 


: ist es 


andteile 
- alkali- 
psunder 
psunder 
Zucker 
luktion 
r nicht 
nn die 
2 proz 
Unter- 
Kohle- 


tiv mit 


te man 
ie Hefe 
lefe 

3. Die 
“Ormige 
‘liissig- 
ide die 
wegen 
auf (6 
nséure 
besser. 
ig) ist 
Harn. 
an und 
in elm 


cimum 





et Five 6 


Lorem 


Nachweis von Traubenzucker im Harn mit Kupfer-Glycerinlésung. 359 


Zum Nachweis des Zuckers benutzen wir: 1. Die haltbare alkalische 
Aupferlésung. 35g CuSO, 5aq + licem Glycerin + 10g NaOH 
2g KCNSin 100 ccm. Man bringt die 3,5 g in einen 100-cem-Kolben, 
figt 30 ccm Wasser bei und lést durch Erwiarmen, sodann léBt man 
vollstindig abkiihlen und fiigt erst dann 15 cem Glycerin bei und hernach 
50 cem Liquor natrii caust. des Arzneibuches (D. 1,17). Nun gibt man 
noch 2g KCyS hinzu und verdiinnt mit Liq. natr. caust. vollends auf 100. 
2. Essigsdure. Zu etwa 50 ccm Wasser bringt man 10g nicht 
zusammengebackenes Kochsalz und schiittelt etwa 44 Minute, wodurch 
sich das Salz lést. Ein beliebiges Volumen hiervon verdiinnt man mit 
Kisessig aufs doppelte Volumen (zur Not kann man auch Eisessig fiir 
sich verwenden). 

3. Ferrocyankaliumlésung. 

4. Gewohnliches Kochsalz in fester Form. 

5. Etwa Sproz. Traubenzuckerlésung mit 2 Tropfen Karbolsiure 
auf 100cem. Diese Lésung ist nicht unumginglich notwendig. 

Die Methode der Zuckerbestimmung ist kurz folgende : 

Man setzt zu etwa / = 20 Tropfen der Kupferlésung so lange 
Tropfen Urin zu, bis beim Kochen die blaue Kupferlésung verschwunden 
ist. Sind hierzu u Tropfen Urin erforderlich, so ist 4 //u Proz. Zucker vor- 
handen. Das Verschwinden der blauen Farbe erkennt man in roher — 
meist sehr unsicherer — Weise an der Farbe, duferst genau aber durch 
Ansiiuern mit Essigsiure und Zusatz von Ferrocyankalium. Tritt hier 
ein Farbenumschlag von Wei8 in Schokoladebraun ein, so war die 
blaue Kupferlésung noch nicht ganz verschwunden. Zur Verwendung 
kommen kleine Reagenzgliiser von 1 cm Durchmesser. Der Harn und 
die Kupferlésung kommen in Normaltropfenzihler, das sind Tropfen- 
gliser mit seitlichem Sporn. Jedes solche Tropfenglas liefert bei der- 
selben Fliissigkeit immer gleich groBe Tropfen. Laufen die Tropfen 
langsam ab, so befindet sich im Kropf des Ablaufs Luft, ein Ubelstand, 
der durch seitliches Neigen beim Aufsetzen des Glasstopfens beseitigt 
werden kann. Die Tropfengliser fille man zur Hilfte. 


Das Kochen. 
Um ruhiges Kochen zu erreichen, setzt man vor und, nach Be- 
dirfnis, auch waihrend des Kochens Kochsalz in fester Form bei; solches 
darf auch zum Teil an den Glaswinden hiingen bleiben. 


Das Ansiuern und Zusetzen von Ferrocyankalium. 

Beim Ansiuern setzt man zur heiBen Fliissigkeit nach AugenmaB ihr 
halbes Volumen Essigsiiure zu, schwenkt um und kocht eventuell einige 
Sekunden. Verschwindet das rote Kupferoxydul jetzt nicht sofort — 
was sehr selten eintritt —, so fiigt man so reichlich Kochsalz zu, daB die 
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untere Kuppe des Glases noch zur Hilfte mit festem Salz bedeckt is: 
und kocht wieder, wodurch das rote Kupferoxydul verschwindet un 
ein weiber Niederschlag entsteht; nun setzt man abseits vom Feu: 
| Tropfen Ferrocyankalium bei. Entsteht ein Farbenumschlag von 
Wei in Braunrot, so war noch blaues Kupfersalz vorhanden ; tritt kein 
Farbenumschlag ein, so traf dies nicht zu. Im letzteren Falle kann sich 
(durch Zersetzung des Ferrocyankaliums) nach einiger Zeit ein griinliche: 
Farbenton einstellen, der nichts mit Kupfer zu tun hat. Vor dem Ferro- 
ceyankaliumzusatz kann man auch abkihlen. 

Es dirfte wohl keine chemische Zuckerbestimmung geben, die mit 
geringerem Material- und Zeitaufwand durchgefiihrt werden kann 


A. Qualitativer Zuckernachweis. 

Man nimmt zwei der Reagenzglischen R und L. In R bringt man 
ein beliebiges Volumen (etwa 2ccm) Kupferlésung und verdiinnt mit 
gewohnlichem Wasser nach Augenma®B aufs doppelte. In L bringt 
man nach AugenmaB ein dem jetzigen Volumen gleiches (4 cem) Volumen 
Urin. Beiden Glaschen fiigt man zum ruhigen Kochen festes Kochsalz bei 

Das fiir die linke Hand bestimmte Glaschen LZ bringt man in der 
Flamme zum Kochen und entfernt dann das Glaischen aus der Flamme, 
hierauf bringt man das fiir die rechte Hand bestimmte Glischen 2 
tiber derselben Flamme zum Kochen; nun bringt man beide, R und L, 
in die Flamme, so daB sie etwa unter 60° zueinander stehen und di: 
Béden beider sich berithren. Nach wenigen Sekunden kochen jetzt 
beide Fliissigkeiten. Nun bringt man beide aus der Flamme. Nachdem 
man in maBigem Tempo auf 30 gezihit hat, gieBt man die Kupferlésung 
in die Urinlésung und JaBt ruhig stehen, bis der Phosphatniederschlag 
sich gesetzt hat, und priift dann auf kolloidale Triibung. Man hilt dicht 
hinter das Glas ein schwarzes Papier. Eine opalisierende staubige, 
schmutzige, orangefarbige oder gelbgriine Triibung tiber dem Nieder- 
schlag zeigt dann Zucker an. Der Nachweis gelingt noch gut bei 0,02 Proz. 
Zucker, nach einigen Stunden stellt sich hier noch betrachtliche Triibung 
ein. Man fiihre den Nachweis mit 40 Tropfen des Urins einer gesunden 
Person und sodann mit 40 Tropfen Urin + 1 Tropfen von 5. Eine im 
durchgehenden Licht rote Flissigkeit oder rote Flecken im Phosphat- 
niederschlage sind noch kein Zeichen fiir Zucker. Die staubige Triibung 
im auffallenden Licht ist allein maBgebend. 


B. Nachweis, ob der Urin diabetisch ist. 
In ein Glaischen bringt man 20 Tropfen Kupferlésung, sodann 
50 Tropfen Urin und Kochsalz. Man kocht etwa 25 Sekunden (Zahlen 
auf 25), siuert mit Essigsiure an und setzt 1 Tropfen Ferrocyan- 
kalium zu. Tritt kein Farbenumschlag in Braunrot ein, so ist der Urin 
diabetisch. 
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C. Quantitative Zuckerbestimmung. 

Man benutzt die Tabelle fir 20 Tropfen Kupferlésung: 

Urin, Tropfen. . 1 2 5 10 11 13 1 17 2 2% 34 58 
Zucker, Proz. .. 10 5 2 1 O9 O8 07 06 05 O04 03 02 

Man gibt 20 Tropfen Kupferlésung in ein Reagenzgliischen und kocht, 
setzt dann | Tropfen Urin zu und kocht einige Sekunden, verschwindet 
die blaue Farbe nicht (was man durch Neigen des Glases und Beob- 
achtung der Oberfliche tiber einem weiBen Papier erkennen kann, 
meist aber auch ohne weiteres), so setzt man einen weiteren Tropfen 
Urin (zusammen also 2 Tropfen) zu und kocht wieder einige Sekunden, 
verschwindet die blaue Farbe nicht, so setzt man 3 weitere Tropfen 
hinzu (zusammen also 5 Tropfen) und kocht, verschwindet die blaue 
Farbe nicht, so setzt man weitere 5 Tropfen Urin zu (zusammen also 
10 Tropfen) usw. Solange die Farbung noch blau oder griin, aber nicht 
orange oder rot ist, enthalt sie als Farbenkomponente noch Blau. Ist 
bei Zusatz von 1, 2, 5, 10, 11 usw. Tropfen Urin, Blau in der Mischfarbe 
nicht mehr vorhanden, so sind 10 5, 2, 1, 0,9 Proz. zu verzeichnen. 
Ist man an irgend einer Stelle des Zusatzes im unklaren, ob noch Blau 
zugegen ist, so siiuert man mit Essigsiiure an und setzt Ferrocyankalium 
zu, wodureh die Anwesenheit von Blau aufs genaueste durch Farben- 
umsehlag festgestellt wird. 

Zur physiologischen Beurteilung eines Urins geniigt die Dreigldser- 
probe: In drei Reagenzgliiser bringt man 20 Tropfen Kupferlésung 
+ 50 Tropfen Urin; 20Tropfen Kupferlésung + 17 Tropfen Urin; 
20 Tropfen + 10 Tropfen Urin. Man kocht jede der drei Proben 
etwa 25 Sekunden lang, siuert mit Essigsiure an und setzt Ferro- 
eyankalium zu, erfolgt im ersten Glase kein Farbenumschlag, so 
ist der Urin diabetisch, erfolgt im zweiten Glase kein Umschlag, 
so ist mehr als 0,6 Proz. Zucker vorhanden, erfolgt kein Umschlag 
im dritten Glase, so ist mehr als | Proz. Zucker vorhanden. Man kann 
die drei Glaser (statt zu Kochen) auch gleichzeitig 1 Minute lang (dies 
geniigt vollstindig) in ein kochendes Wasserbad bringen (Blechbiichse 
oder Becherglas), dann Ansiuern und mit Ferrocyankalium versetzen. 

Werden allgemein / Volumen Kupferlésung durch u Volumen Urin 
entfarbt, so ist ' //u Proz. Zucker vorhanden, die obige Tabelle laBt sich 
danach vervollstandigen : 


f = 20 Tropfen. 


Urin, Tropfen.. 1 23 465 6 7 8 9 
Zucker, Proz... 10 5 33 25 2 1,7 14 13 1,1 #1 


Wiinscht man gréBere Genauigkeit, so nimmt man / gréBer als 
20 Tropfen und verdiinnt auch den Urin, wenn er mehr als | Proz. 
Zucker enthialt. 








! 
| 
/ 
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Beriicksichtigung der TropfengréBe. 


Man gibt 100 Tropfen der Kupferlésung in ein Glaschen und marki 
die Oberfliche, man entfernt die Lésung und gibt aus dem Tropfenglas ¢ 
Urins so viel Tropfen Urin (dafiir auch einfacher Wasser), bis die Maz 
wieder erreicht ist. Sind hierzu 95 Tropfen erforderlich, so hat man 1 
4, f/u.0,95 Proz. zu rechnen. 

Verwendet man statt der beiden Tropfengliser zwei Vollpipetten fii: 
je 1 cem, bei denen 0,1 cem noch einer Rohrlange von etwa | cm entspric! 
so faillt die genannte Beriicksichtigung weg. Statt 1, 2, 3 bis 20 Tropfe: 
nimmt man dann 0,05, 0,10, 0,15 bis leem, wodurch auch bei gréBerer 
Tropfenzahl eine raschere Entnahme méglich wird. 


Beriicksichtigung der Eigenreduktion. 

Reduziert ein zuckerfreier oder durch Gairung zuckerfrei gemachter Urin 
die Kupferlésung ebenso stark wie eine 0,1 proz. Zuckerlésung, so nennt mai 
0,1 Proz. die Eigenreduktion desselben; sie ist im Maximum 0,2 Proz 
Ist s das spezifische Gewicht eines Urins bei 15° und findet man mit der 
Kupferlésung p Prozent Zucker, so ist seine Eigenreduktion 


4 (8 1 — 0,0038 p) Proz. 


Zur Reduktion des spezifischen Gewichts auf 15° hat man mit einer 
Veriinderung von 0,00025 pro Grad zu rechnen. 

Beispiel: Ein Urin ergab bei 20° das spezifische Gewicht 1,026 und 
mit der Kupferlésung 0,30 Proz. Zucker. 

Hier ist s = 1,026 + 0,00025.5 = 1,027; p = 0,3, also Eigenreduktion 
0,104 Proz., wahrer Zuckergehalt 0,30 — 0,104 = 0,20 Proz. 
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er Urin 
nt man In der Abhandlung itiber Urease') habe ich gezeigt, daB die Wasser- 
2 Proz. stoffionen die Wirkung dieses Enzyms auf zwei verschiedene Weisen 
mit der beeinflussen. Erstens ist der Dissoziationszustand eines Enzyms, 
wenn wir es, wie hier der Fall ist, als Elektrolyt auffassen kénnen, 
von der Wasserstoffionenkonzentration abhingig. Aber zweitens 
t einer wurde durch umfangreiche Experimente die neue Auffassung hervor- 


a gebracht und bestiitigt, daB das Substrat (hier der Harnstoff) und die 
Wasserstoffionen die Wirkung, welche von dem Enzym ausgeht, unter 
uktion sich in konstantem Verhiltnis teilen. Es wurde da resumiert: 

,,Das Enzym Urease wirkt durch eine Strahlung, welche nur von 
seinem Substrat Harnstoff und von Wasserstoffionen absorbiert wird. 

Die mathematische Formulierung dieser Auffassung ist 

~ dé =an——— & 
z+ ne 

Hierin ist x die Konzentration des Harnstoffs zur Zeit ¢t, ¢ die 
Konzentration und n der Absorptionskoeffizient der Wasserstoff- 
ionen, m eine Konstante, proportional der Ureasekonzentration.* 

Die damals schon geiiuBerte Vermutung, daB durch weitere Unter- 
suchungen diese zweite Wirkungsart der Wasserstoffionen sich auch 
bei anderen Enzymen zeigen wiirde, hat sich nun bei der Saccharase 
bestatigt. 

Die Saccharasewirkung wird bekanntlich auch bedeutend durch die 
Umsetzungspredukte des Substrats, durch Glucose und Lavulose ver- 
zogert. Vorliufige Untersuchungen der Umsetzungsgeschwindigkeiten 
von Rohrzuckerlésungen bei verschiedenem py, hatten mir schon gezeigt, 
daB die Wasserstoffionen auch mit verzégern. 

Die Strahlungshypothese gibt hier also als Vervollstandigung 
meiner friiheren Formel jetzt die folgende theoretische Ableitung der 


1) Rec. des trav. chim. des Pays-Bas. 1, 39, 1920; Proc. K. Akad. 
Wetensch. Amsterdam 21, 1126, 1919; 21, 1307; 22, 29; 22, 126. 
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teaktionskinetik. Sei m der Faktor, welcher nur von der wirksam« 
Menge des Enzyms in der Volumeinheit der Lésung abhangt, dann wir! 
die Strahlung, womit die ausgeiibte Wirkung des Enzyms angenomme: 
wird, sowohl durch Rohrzucker als durch Invertzucker und dure! 
Wasserstoffionen absorbiert. 





Nennen wir das Absorptionsvermégen von invertiertem Rohrzucke 

im Verhiltnis zu dem von Rohrzucker selbst n,, das der Wasserstoft 

ionen n, die Konzentration des Rohrzuckers im Anfang a und nach ¢ M 

nuten 2, die konstant gehaltene Wasserstoffionenkonzentration « 
dann ist die Umsetzungsgeschwindigkeit 
x 





—~dxz=m dt. (1 
z+nc-+n, (a — 2) 
’ . . . . a—z . ° ‘ . 
Substituieren wir wieder = y, so wird die Gleichung: 
a 
] y 
dy=m dt, (2 


a+ne+a(n,—l1)y 
welche nach Integration und Ubergang auf gewéhnliche Logarithmen 
gibt: 


l 1—n, ; m 
} 0,4343 ay = 0,4343 ¢. (3) 
l—y nce+n,a nce+n,a 


log 

Zur Bestimmung von n und n, wiirde man die Umsetzungsgeschwin- 
digkeiten z. B. einer 5proz. Rohrzuckerlésung zu messen haben bei 
einer auch bestimmten Wasserstoffionenkonzentration. Aus der 
Kombination der Gleichungen, die Formel (3) fiir zwei verschiedene 


Ne 


Zeitpunkte gibt, kénnte dann unmittelbar berechnet werden. 


+n, a 
Wiederholung dieses Vorganges bei einem anderen py, wiirde dann die 
Berechnung von n und n, méglich machen. 

Nun ist aber nc meistens bedeutend kleiner als n,a; bei kleinem 
Werte von c ist sogar nc gegen n, a zu vernachlassigen. Es gilt hier in 
der Tat, nur Abweichungen zu bestimmen in der friiher') aufgestellten 
Reaktionskurve 

l 1—n, m 
log 0,4343 y = 0,4343 ¢ 
l y Ng n,a 
fiir verschiedene pg. 

Einzelne Invertzuckerbestimmungen, selbst mit der besten ge- 
wichtsanalytischen Kupferreduktionsmethode, kénnen nicht mit ge- 
niigender Genauigkeit ausgefiihrt werden, um diese immer doch kleinen 
Verschiedenheiten der Kurve festzustellen. Darum fihrte ich stets 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 49, 456, 1904. 
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sechs gleiche Versuche an demselben Tage nebeneinander aus, so daB 
je das Mittel von sechs Invertzuckerbestimmungen erhalten wurde. 
Die Versuchsanordnung war folgende: 


Das Enzym wurde in ungefahr gleicher einfacher Weise wie friiher 
bereitet. 500g Hefe (hiesige Baickerhefe) wurden mit 2 Liter Wasser und 
90g vorher gewaschenem Kieselgur gemischt und zu einem Kuchen gepreBt, 
welcher, zerbréckelt auf einem Tisch ausgebreitet, ohne weiteres 2 oder 
3 Tage der langsamen Trocknung bei Zimmertemperatur tiberlassen wurde. 
Die Mischung war dann ganz gleichmaBig trocken geworden und wurde 
in einer Porzellankugelmiihle in ungefahr 1 Stunde leicht pulverisiert, durch 
feine Gaze gesiebt und im Dunkeln aufbewahrt. 

In einem MeBkélbchen mit eingeschliffenem Stopfen wurden 0,34 g 
Natriumacetat und 25 ccm Essigsiure von n/10 mit Wasser zu 50 cem 
aufgefiillt. Nach Zusatz von 0,5 g des Hefekieselgurpulvers und Durch- 
schiittlung wurde das Kélbchen meistens 1 Stunde in einem Wasserbade 
von 27° belassen. Filtrierung durch ein gewéhnliches Faltenfilter gab dann 
ohne Schwierigkeit eine klare Enzymlésung, welche auf diese Weise am 
selben Tage eines sechsfachen Experiments jedesmal frisch bereitet wurde. 
In sechs Me8kélbchen wurde so viel Essigsiture und eventuell Natriumacetat 
gebracht als nétig war, um in allen wahrend des Versuches dasselbe gewiinschte 
Py zu erhalten. Dann wurden 2,778 g Rohrzucker zugesetzt und zu 50 ccm 
bei 27° mit der Saéure oder mit Wasser aufgefiillt. Nachdem alle Kélbchen 


ai 
im Wasserbade auf die auch in diesen Enzymuntersuchungen von mir immer 
benutzte und auf 0,05° konstant gehaltene Temperatur von 27° gebracht 
waren, wurde mit Pipetten (aufbewahrt in einem Luftthermostaten von 27°) 
aus jedem der sechs Kélbchen 5 ccm entfernt. Dann wurden auch mit auf 
27° vorgewarmten Pipetten jedem Kélbchen 5cem der Enzymlésung zu- 
gesetzt. Die Pipette, mit der Enzymlésung gefiillt, setzte ich in das im 
Wasserbade hiingende Kélbchen und blies den Inhalt desselben in 1 oder 
2Sekunden unten in die Zuckerlésung aus, mit Zwischenschaltung von 
einem Natronkalkréhrchen, um dem Hereintreten von Kohlensiure aus dem 
Munde vorzubeugen. Dann wurde die Pipette nochnals schnell durch 
Einsaugen gefiillt und wieder leergeblasen. Nach Entfernung der Pipette 
wurde dann das Kélbchen mit seinem eingeschliffenem Stopfen verschlossen, 
schnell durchgeschiittelt und im Bade belassen. Diese siimtlichen Mischungs- 
operationen dauerten nur einige Sekunden. Die Zuckerkonzentration war 
beim Anfang der Enzymwirkung auf diese Weise 5g in 100 ccm Lésung 
(der Kiirze halber hier wieder 5 Proz. genannt). Um die Zuckerbestimmungen 
im richtigen Zeitpunkt ausfiihren zu kénnen, beschickte ich jedesmal auf 
diese Weise zwei Kélbchen 3 Minuten nacheinander, eine halbe Stunde 
spiter die folgenden zwei und nach wieder einer halben Stunde das dritte 
Paar. Nach 80 und 210 Minuten Einwirkungszeit wurden dann allen Kélbchen 
mit Pipetten, auch im Luftthermostaten ven 27° aufbewahrt, 3 ccm ent- 
nommen und diese in die fertiggestellte Erlenmeyerflasche mit Fehling- 
scher Lésung durch Ausblasen entleert. Alle Pipetten und Kélbchen waren 
genau auf Einfiillung bei 27° justiert. Durchspiilung durch Einspritzen 
von Wasser in diese Pipetten nach der Entleerung sicherte also die ganz 
genaue Entnahme von 3 ccm der zu untersuchenden Lésung. Die Zucker- 
bestimmungen fiihrte ich hier stets aus nach Jessen-Hansen'), das Kjeldahl- 


1) Jessen-Hansen, C. r. Carlsberg Laboratoriet 4, 193, 1899. 
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sche Verfahren, wobei aber der EinfluB von Rohrzucker neben Invertzuck 
mit beriicksichtigt ist. Die zur Verwendung kommende Gesamtzuckermen, 
wurde deshalb stets auf 150mg gehalten. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde stets elektrometrisch 
Luftthermostaten bei 27° gemessen. Es zeigte sich aber, da®B Lésunge: 
welche Livulose enthalten, nicht scharf elektrometrisch gemessen werd 
kénnen. Darum bestimmte ich py immer in besonderen, den Versuch 
lésungen genau gleichen Mischungen, in welchen aber der Enzymextrak 
zuvor durch kurzes Verweilen in einem heiSen Wasserbade inaktiviert 
worden war. Ich habe kontrolliert, da®B durch diese Erhitzung keine Anderung 
von Py verursacht wurde. 

Die Resultate dieser Versuche sind zuerst in Tabelle I wieder 
gegeben. 

Um MiBverstindnissen vorzubeugen, sei hier noch bemerkt, dat) 
sich tiber die Abhangigkeit der Aktivitaét m von py, aus dieser Tabelk 
keine Schliisse ziehen lassen. Die verwendeten Mengen Hefekieselgu: 
waren in allen sechs Versuchen wohl gleich, aber die Daten der Versuch« 
liefen so weit auseinander, daB die Konzentrationen aktiven Enzyms 
gar nicht als gleich angesehen werden kénnen. 

In der zweiten Kolumne ist die Fliissigkeit oder die Mischung 
verzeichnet, in welcher der Rohrzucker zu 50 ccm Gesamtvolumen 
gelést wurde. 


Tabelle I. Saccharasewirkung in 5proz. Rohrzuckerlésung. 





Nach 80 Min. Nach 210 Min 
Nr. Rohrzucker gelést in Pu 
mg Cu u mg Cu 


50cem Essigsiure 0,4n .... 2,97 1214 04201 2254 O 8116 


2 | 50 ,, rs 0,25n. . | 3.15 129.3 0.4489 233.9 0.8451 
3 50 ,, - Olin .... 350 143.5 05009 2463 0.8943 


{| 40 ,, o 0,1 n | zu } 
| 0,136g¢ Na-Acetat. . . | 50cem | 
5 | 30ccem Essigsaiure 0,11 Zu | 
| | 
| | 
| | 


4.15 1425 04971 246,25 0.8939 
1 | 

0,272g¢ Na-Acetat. . . | 50ccm 
a | 
| 


450 132.8 04616 239,0 08651 


20cem Essigséiure 0,11 zu 
0,408 g Na-Acetat . 50 cem 


Die Absorptionskoeffizienten n und n, kann man berechnen aus 


482 128.7 0.4465 235.7 0.8518 


zwei dieser Versuche. Man findet dann Ubereinstimmung zwischen 


— nh, 
dem damit berechneten und dem direkt gefundenen Werte von 
ne + n,a 


bei den anderen Versuchen. 
Besser ist noch n und n, aus allen Kombinationen zwischen den 
vier ersten Versuchen zu berechnen und dann das Mittel aus den auf 


diese Weise am genauesten ermittelten Werten von n und n, zu nehmen 
Bei den zwei letzten Nummern war die Wasserstoffionenkonzentration zu 
gering, der Wert von nc neben dem von n,a also fast verschwindend klein 
Diese kénnen deshalb zur Berechnung von n nicht herangezogen werden 
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Tabelle II]. m und n,, berechnet aus den Versuchen | bis 4. 





Aus Versuch n Ne 

PmaeR cv cr av Bey 0,471 
ee 0,64 =x 10* 0477 
. ae 0.78 x 10 0,473 
in =. 0,70 x 10* 0,480 
Brice 0,84 =x 104 0,470 
yee sae 0,74 = 104 0475 

Im Mittel 0,74 x 10 0,474 

ne , ; 1—n, 
Mit diesen Werten von n und n, habe ich fiir die ver- 
nc + n,a 


schiedenen Versuche berechnet und neben den gefundenen Zahlen in 
Tabelle III zusammengestellt. Die Werte von ne sind mit darin auf- 
genommen, um ihre relative GréBe gegeniiber n,a, das ist die Absorption 
der Wasserstoffionen neben der des Invertzuckers, iibersichtlich wieder- 
zuge ben. 

Es muBte hier natiirlich @ und c in demselben MaBstabe aus- 
gedriickt werden. Die Wasserstoffionenkonzentration ist hier also nicht 
wie gewohnlich in Grammen pro Liter, sondern in Grammen pro 100 ccm 





angegeben. 
Tabelle 111. 
I—n, 1 Ny 
Pu | c né nya ne+na ne+n,a 
| gefunden berechnet 
297 |10,72 x 10-5 0,79 2.37 0,164 0,166 
3,15 7,079 x 10-5 0,52 2,37 0,181 0,182 
3,50 | 3,162 x 10-5 0,233 2,37 0,201 0,202 
4.15 | 0.708 x 10-5 0,052 2,37 0.214 0.217 
4.50 0,316 x 10-5 0,023 2,37 0,218 0,220 
4.82 0,151 x 10-5 0,011 2,37 0,222 0,221 


Aus diesen Resultaten geht deutlich hervor, daB die Wirkung 
von Saccharase auf Rohrzucker bei einem bestimmten und konstant 
bleibenden py von dieser Wasserstoffionenkonzentration und von der 
wachsenden Invertzuckerkonzentration so beeinfluBt wird, wie es die 
aus der Strahlungshypothese entwickelte theoretische Formel (3) 
anzeigt. Der Koeffizient von y, welcher die Abweichung vom einfachen 
logarithmischen Verlauf der Kurve angibt, ist voraus aus den Kon- 
zentrationen von Rohrzucker und Wasserstoffionen und den Absorp- 
tionskoeffizienten von Invertzucker und Wasserstoffionen zu berechnen. 

Diese Gesetzmabigkeiten konnte ich bei Wiederholung derselben 
Versuche auch mit anderen getrockneten Hefemustern innerhalb 
dieses Intervalls von py bestitigen. 

Bei gréBeren und kleineren py, treten aber Stérungen auf, welche 


bei Enzymuntersuchungen wohl oft schwer zu beseitigen sind. Solange 


Sent 
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unsere Kenntnis von den Enzymwirkungen noch so gering ist und <¢ 

von den Enzymen selbst noch fast ganz fehlt, scheint es mir imme 
vorsichtiger, diese Werkzeuge der lebenden Zelle so wenig wie méglic) 
chemischen oder physischen Einfliissen bloBzustellen, bevor man s 

in vitro untersucht. Man soll die Enzyme zuvor méglichst wenig 
,denaturieren”. Ich habe daher stets die Hefekieselgurmischung nw 
bei Zimmertemperatur getrocknet und ohne weiteres mit verdiinnten 
Pufferlésungen oder mit n/10 Essigsiure bei 27° extrahiert. 

Nun versteht es sich aber, daB diese verfeinerte Reaktionskinetik 
der Saccharasewirkung nicht nur sehr genaues Analysieren erfordert 
sondern auch daB die Enzymkonzentration oder Enzymaktivitaét wahrend 
des Versuches genau konstant bleiben soll. Spezielle Kontrollversuch: 
haben mich nun iiberzeugt, daB dies unter den oben beschriebenen 
Umstinden wirklich der Fall ist. Die Wirkungskraft dieser Lésungen 
aindert sich nicht in diesen Intervallen von pg und innerhalb dieser 
Zeitabschnitte. Aber bei gréBerem py zeigte die Aktivitat des klar 
filtrierten Extraktes eine langsame, geringe Zunahme (um nur einig: 
Prozent der Aktivitaét), die Ubereinstimmung zwischen theoretischer 
Formel und Experiment ausschloB. 


An der anderen, der sauren Seite ist das brauchbare Interval! 
begrenzt durch die Bedingungen, daB das Enzym wahrend des benutzten 
Zeitabschnittes durch die hohe Saurekonzentration nicht geschadigt 
werden darf, und daB die Wasserstoffionen selbst nicht schon merkbar 
invertieren sollen. Auch in dieser Richtung habe ich die nétigen Kontroll- 
versuche ausgefiihrt. Ein py = 2,97 war unter den Bedingungen 
obenstehender Experimente noch harmlos. Viel weiter konnte man 
aber nicht gehen, ohne schon eine merkbare Schidigung des Enzyms 
nach einigen Stunden Verweilen der Lésung bei 27° zu konstatieren 
Erst bei n Essigsiure fand ich geringe Inversion durch die Wasserstoff- 
ionen in 5proz. Rohrzuckerlésung bei 27°; nach 6 Stunden gaben 3 ccm 
Lésung 3,5 mg Kupfer. 

Die Vorgeschichte des Extraktes erwies sich auch von Einflul 
auf den Verlauf der Saccharasewirkung. Bereitung, Art und Alte: 
des Hefekieselgurs, Temperatur und Reaktion bei der Trocknung und 
Extraktion spielen eine Rolle, wodurch manchmal, speziell bei kleiner 


l—n : ' 
c, der Faktor == *. erhdht, also n, erniedrigt gefunden wird. 
T 8 
° . . y 1— Ns : o 
Die Hauptsache — immer kleinere Werte von = bei héher 
& 


genommener Aziditaét, ohne daB eine Schadigung des Enzyms oder 
direkte Intervierung durch Wasserstoffionen stattfindet — wurde aber 
stets bestatigt. 
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Die Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit der Inversion in 
verdiinnteren Rohrzuckerlésungen bei hoher Wasserstoffionenkonzen- 
tration liefert eine Bestatigung der gefundenen Werte von n und zeigt 
zugleich, wie ohne Beriicksichtigung dieses zweiten Einflusses der 
Wasserstoffionen fiir die Aktivitit eines Enzyms ganz falsche Werte 
erhalten werden kénnen. 

Die Anfangsgeschwindigkeit, wenn also x= a, ist nach der 
Strahlungstheorie 

a 


—dz=m dt, 
a+ ne 


, a—z . 
oder, wenn wieder — my gesetzt wird: 


a 


dy = it. 
of. 9 ——— 
Also, wenn a = 1 genommen wird, ist 
dy 
= 1 + . 
m at ( nc) (4) 


Nun habe ich mit Rohrzuckerlésungen von 1 Proz. folgende Ver- 
suche angestellt: 

0,25 g Hefekieselgur wurden wie oben extrahiert, mit einer zu 50 ccm 
aufgefiillten Lésung von 0,34 g Natriumacetat und 0,25 ccm 0,1 n Essigsaure. 

Drei MeBkolben wurden jeder mit 2,551 g Rohrzucker versehen und zu 
250 ccm aufgefiillt mit 0,4n Essigsiure. Ebenso drei mit 0,25n und drei mit 
0,1n Essigséure. In jedem Kolben wurden 5cem durch 5 ccm Enzymlisung 
ersetzt und nach Verlauf von der unten angegebenen Minutenzahl wurden 
15eccm zur Invertzuckerbestimmung herausgenommen. Die gefundenen 
Zahlen fiir py, also auch fiir ne, die gefundenen Mengen Cu (Mittel aus 
je drei Bestimmungen) und die diesen in der Tabelle von Jessen-Hansen 
entsprechenden Milligramme Invertzucker (umgerechnet auf Rohrzucker) 
sind mit in Tabelle IV aufgenommen. Durch Teilung dieser in den Zeit- 
abschnitten dt invertierten Milligramme Rohrzucker durch 150 sind die 
Werte von dy erhalten. Die Verhiltnisse waren so gewahlt, daB y noch so 
klein blieb, daB der Einflu8 vom invertierten Zucker vernachiassigt werden 
konnte, daB also diese erste Strecke der Inversionskurve noch als eine 
Gerade anzusehen war. 


Die Werte fiir m, nach obenstehender Formel (4) berechnet, sind 
in der letzten Spalte wiedergegeben. 


Tabelle IV. Anfangsgeschwindigkeit der Saccharasewirkung 
in lproz. Rohrzuckerlésung bei hoher Wasserstoffionenkonzentration. 





Wirkungszeit c Invertierter 
at = Rohrzucker gy Pu ne - 
Minuten mg mg 
0,4n Essigséure 80 32,4 16,25 0,108 2,64 | 1,657  0,0036 
0,25n - 60 30,6 15,3 0,102 | 2,76 | 1,286 | 0,0039 
0,1n » 50 31,— 15,5 0,103 3,03 | 0,69 | 0.0035 
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Kurz vorher hatte ich mit demselben Hefekieselgur (aber 0,5 
in zu 50 cem aufgefillter Lésung von 0,34 g Natriumacetat und 25 cen 
n/l10 Essigsiiure) einige Versuche durchgefiihrt in 5proz. Rohrzucker- 
lésung bei verschiedenem py, von py = 2,97 bis py = 4,48, jeden Tag 
den frisch bereiteten Extrakt auch bei demselben py mit dem des 
vorigen Tages vergleichend. Fiir die mit Formel (3) fiir den ganzen 
Verlauf der Inversion berechneten und konstant bleibenden Wert: 
von m hatte ich gefunden 0,035 fiir py = 2,97 bis 0,038 fiir py von 3.5 
bis 4,48, also selbst fiir kleine py noch nur geringe Abnahme von m 

Die Konzentration von Enzym war also in den Lésungen von 
lproz. Rohrzucker gerade zehnmal kleiner genommen als in dene! 
von 5proz. Rohrzucker, und diese Enzymkonzentration wurde auch 
wie Tabelle IV zeigt, zuriickgefunden. 

Ohne den Faktor (1 + nc) zu beriicksichtigen, hitten die Versuch: 
in diesen verdiinnten und ziemlich sauren Rohrzuckerlésungen dic 
wirklich anwesende wirksame Enzymmenge gar nicht zuriickfinden 
lassen. 

Diese Resultate, welche fiir die experimentelle Begriindung der 
Theorie auch sehr wichtig sind, habe ich durch Wiederholung der 
Versuche kontrolliert und bestitigt gefunden. 

Zusammenfassend kann man das Hauptresultat dieser Arbeit wie 
folgt ausdriicken: 

Die Forme] 

wie Be (fir x = a) 
xz+ne 
sagt, selbst frei von jeder Hypothese, daB Substrat und Wasserstoff- 
ionen den Effekt, welcher von einem Enzym ausgeht, unter sich in 
konstantem Verhiltnis teilen, und kann also auch aufgefaBt werden, nur 
die mathematische Formulierung einer Tatsache zu sein, die jetzt auch 
bei der Untersuchung der Saccharasewirkung gefunden wurde. 

Die spezifisch sehr starke Absorbierung dieses Effektes durch 
Wasserstoffionen, das ist durch die Einheiten positiver Elektrizitat, 
stiitzt die friiher schon ausgesprochene Vermutung, daB die Enzym- 
strahlung sich als eine Elektronenerscheinung herausstellen wiirde 

Eine direkte Bekraftigung dieser Ansicht wurde vor kurzem von 
Petri*) gegeben, der oberhalb aktiver Enzymlésungen eine meBbare 
Ionisierung der Luft nachwies, welche verschwand, sobald man das 
Enzym inaktivierte. 


1) Petri, Atti d. Reale Accad. dei Lincei, Rendiconti 31, 50, 1922: 
siehe auch Centralbl. f. Bakt. u. Paras. (2. Abt.) 61, 155, 1924. 
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Die Methylketone im oxydativen Abbau einiger Triglyceride 
(bzw. Fettsiuren) durch Schimmelpilze unter Beriicksichtigung 
der besonderen Ranziditit des Kokosfettes. 

Anhang: 

I. Die Bedeutung der Methylketone im Biochemismus 
der Butterranziditit. 


ll. Uber die Entstehung und Bedeutung der Methylketone 
als Aromastoffe im Roquefortkise. 


Von 


Max Stirkle. 


(Aus dem technisch-chemischen Laboratorium und dem 
hygienisch-bakteriologischen Laboratorium der eidgenéssischen technischen 
Hochschule in Ziirich.) 
(Eingegangen am 24. Juni 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 5 


I. Einleitung. 

Die Erforschung der chemischen Verinderungen, die sowohl die 
animalischen als auch vegetabilischen Fette und Ole im Laufe der 
Zeit erleiden, ist seit der Ermittlung der Konstitution der Fettkérper 
durch Chevreul in der Mitte des vorigen Jahrhunderts bis heute eines 
der vielumstrittenen Probleme der organischen Chemie geblieben. So 
groB auch demzufolge die Zahl der auf diesem Gebiete gemachten 
Untersuchungen ist, so ist es bis heute doch noch nicht gelungen, die 
Erklarungen fiir die Entstehung der Ranziditat eindeutig festzulegen. 
Die Resultate sind im Gegenteil oft recht widersprechend, wie aus 
nachfolgender Zusammenstellung — die keineswegs Anspruch auf Voll- 
stindigkeit erhebt, sondern nur einige Hauptvertreter einander gegen- 
iiberzustellen bezweckt — erhellen wird. 

Wir finden denn auch, daB sich die Anschauungen iiber die Ursachen 
der Ranziditadt der Fette im Laufe der Zeit ihrer Entstehung nach in folgende 
drei Gruppen zusammenfassen lassen: 

a) die rein chemische, 
b) die fermentative, 
c) die biochemische. 

Die rein chemischen Erklarungen sind naturgeméB die altesten, wahrend 
die fermentativen in die Zeit Liebigs fallen, der 1847 erstmals den Begriff 
eines Ferments ,,formulierte‘‘ und die Ranziditét mit diesem Begriff in 
Zusammenhang brachte. Endlich wurde die biochemische Erklarungs- 
méglichkeit durch die klassischen Arbeiten von Pasteur in den 70er Jahren 
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gegeben, welche uns erstmals mit den besonderen chemischen Leistungen 
| von Mikroorganismen vertraut machten. 

| Obschon, wie oben erwihnt, die Anschauungen iiber die Bedingungen, 
| die zum Eintritt des Ranzigwerdens eines Fettes notwendig sind, auseinande: 
gehen, so zeigt sich andererseits in chemischer Hinsicht mit wenigen Au: 
nahmen eine ziemliche Ubereinstimmung der Resultate. 

/ Der Vorgang der Ranziditdt diirfte im wesentlichen durch folgend 
zwei chemische Phasen charakterisiert sein: 

1. Spaltung der Triglyceride in Fett- (bzw. Ol-) Séuren und Glycerir 

2. Oxydation der Fettsiuren, des Glycerins (?) und vor allem der 
Olsdéure. 

Die Hauptschwierigkeit der Erklirung bot seit jeher die Frage der 
Spaltung der Glyceride, die eine Antwort insofern erheischte, als ein ranziges 
Fett sich immer als sauer, nicht aber umgekehrt ein saures Fett sich immer 
als ranzig erwies’). 

Gréger und Beilstein*) vertreten die Ansicht, daB H,O das einzig: 
notwendige Erfordernis zur Spaltung der Glyceride sei. Berthelot (1855 
glaubte auf Grund seiner Spaltungsversuche von Triglyceriden im Bomben 
rohr mittels H,O annehmen zu diirfen, die Feuchtigkeit der Luft wirke 
ebenso, nur langsamer, und schlieBt daraus: Feuchtigkeit ist das Haupt 
erfordernis zur Ranziditat ; den fremden Stoffen kommt nur beschleunigende, 
keineswegs bedeutende Rolle zu. Juinnemann vermochte granulierten Talg, 
den er withrend 2 Monaten FluGBwasser ausgesetzt hatte, vollstindig in 
Fettsiuren iiberzufiihren, was ihn zur Bestitigung von Berthelots Ansicht 
zu berechtigen scheint. Doch l48t sich dem Versuch insofern Unhaltbarkeit 
vorwerfen, als keineswegs unter Ausschlu8 fremder Substanzen (Mikro- 
organismen!) gearbeitet wurde. 

Entgegen den obigen Ansichten behauptet Duclaux, daB Sauersto/; 
und Licht die Fette allein zu spalten und die Spaltprodukte zu oxydieren 
vermégen. Der gleichen Ansicht ist Hefter*). Er ergiinzt aber in dem Sinne, 
| daB bei Anwesenheit von Feuchtigkeit die Bildung von H,O, auftritt, 





wodurch erhéhte Oxydation erreicht wird. Jorissen hat auBerdem beim 
‘= Schiitteln von Olen mit Wasser und Luft eine Wasserstoffsuperoxydreaktion 
! nachweisen kénnen. Dasselbe gelang auch Hefter bei seinen Arbeiten tiber 
die Ursache der Zersetzung des Jodkaliums in Salben. Ritsert*) stellte 
an Hand seiner Versuche ebenfalls als allein notwendige Bedingungen Lu/t 
und Licht fest. Weder Luft noch Licht fiir sich vermochte Fett ranzig zu 
machen. Ferment- und Bakterienwirkung schlieBt er vollstaéndig aus, 
behauptet sogar, entgegen Hefter, daB trockenes Fett unter Lichteinwirkung 
intensiver ranzig werde als feuchtes. Im Dunkeln lagerndes Fett kann woh! 
talgig — infolge CO,-Absorption —, doch nicht ranzig werden. 

Liebig®) stellte schon 1843 die Hypothese auf, ,,daB die einem Fett 
beigemengten fremden Materien (Sticksto{fkérper) das Ranzigwerden in 
ahnlicher Weise bewirken wie das Ferment die Giarung zuckerhaltiger 
i Fliissigkeiten. Die Fette wiirden also um so weniger leicht ranzig, je weniger 
fremde Stoffe sie enthalten“. 


1) Hefter, Technologie der Fette und Ole 1, 123, 1906. 
2) Beilstein, Handb. d. org. Chem. 1886, 8. 427. 

3) Hefter, l. c., S. 128. 

bt *) Ritsert, Inaugural-Diss. Bern 1890. 

Ee 5) Liebig, Handb. d. org. Chem. 
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Léwig') schreibt in seinem Werke: ,,Das Ranzigwerden der Fette 
erfolgt durch eine Art Fermentation bei Anwesenheit von H,O und Luft 
ind, wie es scheint, nur bei Anwesenheit stickstoffhaltiger Substanzen“. 
Der gleichen Ansicht ist auch v. Fehling*), der sich iiberdies diuBert: ,,.. . fiir 
letztere Auffassung (Fermentwirkung) spricht die Tatsache, daB das Ranzig- 
werden durch Creosot und andere Mittel verhindert wird’. Benedikt*) 
schreibt: ,,Da die neutralen Fette in chemisch reinem Zustande nicht ranzig 
werden, so schreibt man diese Verinderung der natiirlichen Fette kleinen 
Verunreinigungen zu, welche nach Art der Fermente wirken sollen“. Einen 
Schritt weiter geht Schddler*) mit seiner Annahme, daB ,,zunichst Spaltung, 
vielleicht durch gewisse Pilze und Fermente stattfindet“. Ebenso schloB 
Schulz) — an Hand eines Versuchs, bei dem er zwei Kélbchen mit (1, das 
eine mit Watte, das andere unverschlossen, 7 Monate lang stehen lieB, 
wobei im ersteren das ©! frisch blieb, im anderen sauer wurde — auf die 
Mitwirkung von Mikroorganismen. Die Ansicht Duclaua’ geht dahin, daB Fette 
infolge ihrer Wasserunléslichkeit als Nahrsubstrat fiir die lebende Zelle nicht 
in Betracht kommen kénnen. Er glaubt, daB die auf Butter und Fetten 
existierenden Mikroorganismen die Kohlehydrate und stickstoffhaltigen 
Kérper verzehren. In einer spiiteren Arbeit*) fand er jedoch, ,,daB Peni- 
cillium glaucum eine Fettspaltung in gleicher Weise bewirken kann wie die 
Luft, d. h., daB es eine Verseifung des Fettes herbeifiihry, welcher in erster 
Linie die Glyceride der fliichtigen Fettsiuren anheimfallen. Ein Teil der 
letzteren verfliichtigt sich, ein anderer Teil wird vom Pilz verzehrt und auch 
durch NH;, das aus dem Caseinrest der Butter gebildet wird, verseift 
(Bildung der Ammonseife). Lewkowitsch’) unterstiitzt die Ansicht der 
Mitwirkung von Fermenten. Er erwiahnt, da8 bei gut gereinigten Olen 
Bildung von freien Fettsiuren nur in sehr beschrinktem MaBe eintritt 
und umgekehrt. Letzterer Fall ist besonders hervortretend, wenn Fette 
lingere Zeit mit stickstoffhaltigen Substanzen zusammenliegen, wo sich 
Gelegenheit bietet, Fermente aufzunehmen (Nachschlagolivenéle, Sulfurdéle, 
Palmél, Kokosdél, sodann auch animalische Fette, die lange in den Geweben 
liegen bleiben). 


So viel tiber die Aujfspaltung der Glyceride; die Oxydation der 
Spaltprodukte machte eine gesonderte Betrachtung notwendig. Daf 
diese tatsichlich oxydiert werden, dafiir sprechen die von verschiedenen 
Forschern gefundenen Oxydationsprodukte der Fettsiuren des Gly- 
cerins (?) und insbesondere der Olsdure, wie Ameisen-, Azelain-, Kork-, 
Sebacin-, Oenanth- und Pelargonsiure, ferner Oenanth- und Pelargon- 
aldehyd®)?). 


1) Léwig, Org. Chem. 1847. 

*) wv. Fehling, Handb. d. organ. Chem. 1878. 

%) Benedikt, Analyse der Fette und Ole 1886, 8. 32. 

*) Schddler, Technologie der Fette und Ole. 

5) Schulz, Pfliigers Arch. 15, 1887. 

®) Duclaux, Le lait. Paris 1897. 

7) Lewkowitsch, Technologie der Fette, Ole und Wachse 1, 28: Jahrb. 
d. Chem. 1902, 8. 363. 

8) Victor Meyer-Jacobsohn, Lehrb. d. organ. Chem. I*, 8. 145. 

®) Scala, C. 1, 439, 1898. 
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Im allgemeinen scheint der Oxrydationsvorgang im Gegensatz zw 
Fettspaltung unumstritten zu sein, und werden Luft und Licht als 
einzig nétige Bedingungen anerkannt. 

Was die Oxydation der freien, gesdttigten Fettsduren betrifft, so sind nach 
Lewkowitsch') mehrere Beobachter, die die Acetylzahl falsch bestimmten, 
der Meinung, da8 Sauerstoff unter Bildung von Hydroxyséuren vom Fett 
aufgenommen werde. 

Bodzinsky und Rufy*) glauben sogar, daB nur freie Fett- und Oxyfett- 
siuren die Ranziditét ausmachen. Grdger*) hat jedoch gefunden, daB die 
Fettsiuren aus sechs verschiedenen Fetten, die wahrend langer Zeit der 
Luft ausgesetzt waren, zu Fettsiuren von niederem Molekulargewicht 
abgebaut werden, somit also nicht ausschlieBlich Sauerstoff addiert hatten. 
Derselbe wies auch als Oxydationsprodukte dieser Fettséuren Azelain 
und Korkséure nach. 

Uber die Oxydation des Glycerins haben sich u, a. Liebig und Gréger 
dahin geéuBert, daB es, ebenso wie die Fettsiuren, oxydiert werde, da es 
ihnen nicht gelang, in ranzigen Fetten freies Glycerin nachzuweisen. 

Lewkowitsch*) begriindet die Unhaltbarkeit obiger Behauptung einer- 
seits mit der Schwierigkeit, geringe Mengen Glycerin nachzuweisen, und 
deutet andererseits auf die Méglichkeit hin, daB die Spaltung der aut 
Glycerin untersuchten Fette nur bis zur Bildung von Mono- und Diglyceriden 
fortgeschritten sein kann, somit gar kein Glycerin in Freiheit gesetzt werde 
Versuche von Kremann*) und J. Meyer*) beweisen denn auch letzter« 
Auffassung, wonach die Verseifung von Triglyceriden in wisserigen Lésungen 
sowohl durch Alkalien als durch Saéuren stufenweise erfolgt. 

In vollem Einklang damit steht auch Punkt 4 des Kreistestes (siehe 
weiter unten), der besagt, daB Glycerin fiir die Ranziditaét des Fettes praktisch 
keine Bedeutung hat. 

Sind bei einer Fettzersetzung offensichtlich Mikroorganismen mit im 
Spiel, so kénnte dem Glycerin eine sekundire Bedeutung zukommen, indem 
es denselben als wasserlésliches Naihrsubstrat dient. So berichtet Spiecker- 
mann’) in seiner Arbeit: ,,Die Zersetzung der Fette durch héhere Pilze* 
von einem quantitativen Versuch, bei dem von Penicillium glaucum 70 bis 
75 Proz. des Glycerins veratmet und der Rest zum Aufbau verwendet wurde. 

Wesentlich wichtiger scheinen die Oxydationsprodukte der Olsdure (und 
Linolséure) zu sein. So stellte Scala (|. c.) fest, daB Fette mit steigenden 
Mengen Olsaureglyceriden rascher und intensiver ranzig werden. Er wies 
als Hauptriechstoff vor allen anderen den Onanthaldehyd neben den oben 
zitierten K6érpern nach. 

Schmid*) verwendete diese Tatsache, um ranzige Fette mittels einer 
typischen Aldehydreaktion (m-Phenylendiamin —» Schiffsche Base; Gelb- 


1) Lewkowitsch, Analyst 1899, 8. 328. 

®) Bodzinsky und Rufy, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1890, 8S. 69. 
3) Gréger, Zeitschr. f. angew. Chem. 1889, 8. 62. 

*) Lewkowitsch, Technologie d. Fette und Ole 1, 31, 1905. 
5) Kremann, M. 25, 919. 

8) J. Meyer, Zeitschr. f. Elektrochem. 18, 485. 


0" 


7) Spieckermann, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 23, 
305, 331. 
8) Schmid, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1898, S. 301. 
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farbung!) kenntlich zu machen (seine Meinung ging jedoch dahin, da® die 
Aldehyde durch Oxydation des Glycerins entstanden seien). Lewkowitsch') 
wies jedoch nach, da8 ein deutlich ranziges Kokosél diese Reaktion nicht 
yab und rat, alle Angaben iiber das Vorkommen aldehydartiger Substanzen 
mit Vorsicht aufzunehmen. Trotz der unzweideutigen Stellungnahme 
Lewkowitschs gegen eine Verallgemeinerung dieser Reaktion als Kriterium 
fiir die Ranziditaét eines Fettes wurde in allerjiingster Zeit der Kreistest 
festgelegt*), der das MaB der Ranziditaét eines Fettes (analog dem Schmid- 
schen Versuch) auf kolorimetrischem Wege erkennen lassen sol] *). 

Es sei mir gestattet, die Hauptresultate dieser neuesten Ranziditats- 
versuche den vorangehend zitierten Anschauungen vergleichend gegen- 
iiberzustellen. Sie lassen sich etwa durch folgende vier Punkte aus- 
driicken : 

1. Licht beschleunigt sehr die Zersetzung des Fettes bei gewéhn- 
licher Temperatur. 

2. Die Zunahme von freien Fettséuren hat keinen Bezug auf die 
Starke der Kreisreaktion. 

3. Das Auftreten von Pilzen ist begleitet vom beobachteten An- 
wachsen der freien Fettsiuren. 

4. Anwesenheit von freier Olsdure begiinstigt die Bildung der die 
Kreisreaktion bedingenden Bestandteile, wahrend Glycerin praktisch 
keine Bedeutung hat. r 

Punkt 1 bestitigt, was verschiedene Autoren schon friiher fanden, 
nimlich, daB zur Spaltung und Oxydation der Fette Luft und Licht 
notwendig sind. 

Punkt 2 steht in vollem Einklang mit dem eingangs ausgesprochenen 
Grundsatz, daB ein ranziges Fett immer sauer, ein saures Fett dagegen 
nicht immer ranzig zu sein braucht. 

Punkt 3 deutet durch beobachtetes Anwachsen der Saurezahl 
auf die spiter beschriebene Lipasewirkung einiger Schimmelpilze, 
vornehmlich Penicillium glaucum, hin und dient mir unter anderem 
als wertvolle Bestitigung meiner gefundenen Resultate. 

Punkt 4 besagt klar, daB die aldehydartigen Kérper nur aus Olsiiure 
(eventuell Linolsiure), nicht aber. wie verschiedene Autoren friiher 
behaupteten, aus Glycerin oder Fettséuren (Punkt 2) entstehen. Daraus 


1) Lewkowitsch, Jahrb. f. Chem. 8, 392. 

*) Journ. of the Soc. of chem. industry 42, Nr. 43, 8.417 (Jessis 
Florence Bevis). 

8) Hierbei wird die Ather-HCl-Lésung des Fettes zu einer 0,1 proz. 
atherischen Phloroglucinlésung zugefiigt, wodurch sich letztere bei An- 
wesenheit von Aldehyden (Onanth- und Pelargonaldehyd) orange bis rot 
farbt. Durch Verdiinnen dieser Proben mittels Petrolither bis auf eine durch 
Standardfliissigkeit festgelegte Nuance l48t sich der Grad der Ranziditat 
durch die Menge Verdiinnungsmittel proportionsmaBig ausdriicken. 
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folgt aber ohne weiteres, daB Fette mit sehr geringem Olsduregeha: 
entweder nicht oder nur sehr schwer ranzig werden kénnen. 

Zufolge des minimalen Olsduregehaltes des Kokoséls (nach Elsdoy 
2 Proz.) laBt sich das Versagen der von Lewkowitsch (s. oben) angestellte: 
Aldehydreaktion also leicht erkliren. Gleichzeitig erscheint aber ein: 
Unzulianglichkeit des Kreistestes fiir diesen speziellen Fall, da das 
untersuchte Kokosfett nach Lewkowitsch deutlich ranzig war, ohn 
eine Kreisreaktion gegeben zu haben"). 

Unwillkiirlich dringt sich an dieser Stelle die Vermutung auf 
daB das Kokosél offenbar seine Ranziditaét anderen, nicht aldehyd- 
artigen Kérpern verdanke. Die darin in bescheidener Menge vertreten: 
Olsiure kann also nicht die Ursache sein; ebensowenig kommt nach 
Punkt 4 das Glycerin in Betracht. Es bleiben somit nur noch dix 
freien, gesdttigten Fettsduren iibrig. 

Tatsichlich nimmt das Kokosfett dank seiner Herkunft, Zu- 
sammensetzung und Gewinnung in bezug auf Ranziditaét unter allen 
Fetten eine Sonderstellung ein. Die ranziditdtsbedingenden 
Stoffe des Kokos- (und Palmkern-) Ols sind im wesentlichen 
eine Reihe von Methylketonen, entstanden durch oxydativen 
Abbau von Triglyceriden durch Schimmelpilze. 

Die Charakterisierung und Erklarung der Entstehung dieser 
Kérper ist der Zweck der vorliegenden Arbeit. 


Il. 


Nach der mir bis heute bekannt gewordenen Literatur wurden 
Untersuchungen der ranziditdtsbedingenden Stoffe im Kokosfett von 
Haller und Lassieur®) ausgefiihrt. Sie fanden neben freien Fettsauren 
(Capron-, Capryl-, Caprin- und Laurinsaure) hauptsiachlich nachfolgende 
Kérper: Methylheptylearbinol, Methylheptylketon, Methylnony)- 
carbinol, Methylnonylketon, Methylundecylketon, wovon etwa 70 Proz. 
auf Methylnonylketon, etwa 20 bis 25 Proz. auf Methylheptylketon und 
der Rest auf die tibrigen Komponenten entfallen sollen. 

Die von mir gemachten Untersuchungen bestiétigten im wesent- 
lichen die Resultate obiger Autoren, doch gelang es mir nicht, das 
(von Haller und Lassieur als nur in geringen Mengen vorhanden an- 
gegebene) Methylundecylketon zu isolieren. Dagegen ergab die sorg- 
faltige Fraktionierung eine wasserhelle, amylesterartig riechende Fliissig- 
keit vom Siedepunkt 45 bis 55° (12mm). Das Semicarbazon dieser 
Fraktion besaB nach einmaligem Umbkristallisieren aus Alkohol einen 


1) Es ware interessant, den Standpunkt der Testautoren in dieser 


Frage kennenzulernen. 
*) Haller und Lassieur, C. r. 150, 1013; 151, 697. 
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Fpt. von 122 bis 123°. Aus Analogiegriinden lag die Vermutung nahe, 
daB Methylamylketon vorliegen werde, was sich denn auch durch die 
Mischprobe mit dem Semicarbazon eines synthetisch hergestellten 
Methylamylketons bestatigte; die Mischung schmolz ebenfalls bei 
122 bis 123°. 

Auf Grund der Kenntnis der chemischen Beschaffenheit dieser 
Stoffe suchte ich nach einer technischen Methode, diese aus dem Fett 
zu entfernen, das Fett zu desodorisieren'). In erster Linie trachtete 
ich danach, die Ketone auf chemischem Wege herauszubekommen ; 
die Carbinole durch Oxydation in die entsprechenden Ketone tiber- 
zufihren, erschien mit keinen groBen technischen Schwierigkeiten 
verbunden. 

In Anbetracht des negativen Erfolges, den die in dieser Richtung 
unternommenen Versuche zeitigten, sei mit einigen Worten darauf 
hingewiesen : 

Natriumbisulfit, in 20proz. Lésung angewendet, entzog dem Fett nach 
tagelangem Schiitteln die zugefiihrte Ketonmenge nicht vollstandig. 
p-Phenylhydrazinsulfosdure kommt ebenfalls nicht in Betracht, da diese 
mit Aldehyden und Ketonen keine Kondensation eingeht, sondern unter 
Bildung lockerer Additionsverbindungen sich an sie anlagert*). Versuche 
bestiitigen dies. Tierkohle vermochte wohl in verhiltnisméBig kurzer Zeit 
mit Methylnonylketon verunreinigtes Wasser zu desodorisieren, doch 
gelang es nicht, bei Ersatz des Wassers durch Fett die gleiche Wirkung zu 
erzielen. Semicarbazid-H Cl kam aus praktischen Griinden nicht in Frage. 


Die unbefriedigenden Resultate veranlaBten mich, das oben er- 
érterte Problem der Beseitigung der Stinkstoffe zu verlassen. Ganz 
besonders wertvoll schien mir nunmehr das Problem der Entstehung 
derselben zu sein. 

Im Interesse der Verstiandlichkeit seien an dieser Stelle einige 
Daten tiber Herkunft, Gewinnung und Zusammensetzung des Kokos- 
éles vorausgeschickt?) : 


Bekanntlich entstammt das Kokosél den Samen der Kokospalme 
(Cocos nucifera L.). Dieser, eine fleischige Hohlkugel von 10 bis 12 cm 
Durchmesser und einer Wanddicke von | bis 2 cm, ist von einer steinharten 
Holzschale und diese wiederum von einer 3 bis 4cm dicken Faserschicht 
umgeben. Im Innern des Samens befindet sich im unreifen Zustande eine 


1) Die zu meinen Untersuchungen nétigen Rohmaterialien, wie rohes 
und raffiniertes Kokosfett, als auch die Wasserdampfdestillate des 
Raffinationsprozesses wurden mir in liebenswiirdiger Weise vom Inhaber 
der Speisefettwerke in Widenswil, Herrn Heinrich Rusterholz, zur Ver- 
fiigung gestellt, wofiir ich ihm meinen besten Dank aussprechen michte. 

2) Biltz, Maué und Sieden, B. 85, 2000. 

*) Naihere Angaben hierzu: Hefter, Technologie der Fette und Ole 
2, 586ff. Berlin, Springer, 1908. Lewkowitsch, Technologie der Fette, 
Ole und Wachse 2, 323, 1905. 
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siiuerlich-siiBe Fliissigkeit (Kokosmilch), die sich zur Zeit der Reife zu «.. 
weiBen, fettreichen Fruchtfleisch verdichtet. Bei der Ernte werden die 
den Fasern befreiten Niisse mit einem Axthieb oder maschinell aufj =spalt.; 
das Fruchtfleisch in gréBeren Stiicken herausgestochen und an der Sor 
im Vakuum oder iiber Feuer getrocknet. Die so gewonnenen, wenn cu 
getrocknet, ziemlich haltbaren Schalen'!) kommen unter dem Name 
»Kopra‘ in den Handel und enthalten 60 bis 65 Proz. Rohfett. Die nich 
getrocknete reife Kokosnu8 setzt sich nach Lépine*) etwa folgendermati: 





zusammen: 
ee | le 
0 Ree lS 
OS SP ee ee ee |) 
OE SEES !ll—F 
ers S . o ca pen ee 
DN, i oP? ek Se Coe 
Kalkphosphat . .... .)} 1.10 
en he oh Cella Vereen ioe w 
Das Fett derselben besteht nach Elsdon*) aus den Glyceriden der 

Capronsure...... . 2 Prog. 
ie I ee ae Seo 
nl < ow ss. se Eee 
ee. . ss ss oe ks 
Myristinsfure ...... 20 ,, 
Palmitinsaure . oo 

: Stearinsaure . SY ix 
Olsiure 2 


Fir die Herkunft der Riechstoffe im ,,ranzigen‘* Kokos6l scheinen 
mir nun folgende zwei Méglichkeiten in Frage zu kommen: 





1. Die Stoffe sind urspriinglich in der Kokosnu8 vorhanden. 


| 2. Sie sind urspriinglich nicht vorhanden, bilden sich aber wihrend 
) der Aufarbeitung unter gewissen Bedingungen, wobei ich aus praktischen 
4 Griinden die folgenden nennen méchte: 


a) Fermentation ohne Mitwirkung von Mikroorganismen (abiontisch) ; 
b) Fermentation unter Mitwirkung von Mikroorganismen(biontisch 

Versuche von Haller und Lassieur (1. c.), aus Kokosniissen besagt: 
K6rper zu isolieren, weisen auf die zweite Méglichkeit hin. Die gleichen 
Autoren auBern sich deshalb am Ende ihrer zweiten Arbeit dahin 
,daB die Riechstoffe, ohne Zweifel unter Einwirkung eines Ferments 
8 (einer Zymase), auf einen noch unbekannten Stoff in der Kopra durch 
Aufspaltung desselben in die Ketone und Alkohole, entstehen“. Dies 


1) Nach Herbert und Walker, The keeping qualities and the cause of 
rancidity in cocoanutoil (The Philippine Journal of Science, Manila, 
Februar 1906) gibt eine Kopra von 4,76 Proz. Wasser keinen Boden fiir 
Pilzkulturen mehr. 

*) Lépine aus Hefter, |. c. 2, 594. 

%) Elsdon, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- ua. GenuBm. 1, 436, 1914. 
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Theorie niher hier zu diskutieren, ertibrigt sich, da sie, wie ich nachher 
zeigen werde, unzutreffend ist. 

Im Gegensatz zu Haller und Lassieur suchte ich, von den bekannten 
Komponenten ausgehend, die Entstehung der Ketone und Alkohole 
zu erklaren. 

Die Homologie der Ketone einerseits und der an Glycerin ge- 
bundenen Fetisdéuren andererseits weist denn auch deutlich auf die 
Wahrscheinlichkeit eines generellen Zusammenhanges hin. 

Als Voraussetzung zur experimentellen Beweisfiihrung dieses 
generellen Zusammenhanges muBte es gelingen, eine chemische Synthese 
zu finden, welche in vitro aus Fettsiiuren Ketone liefert, die unter 
ahnlichen Bedingungen in vivo gebildet werden. Diesen Anforderungen 
wird die Dakinsche Synthese gerecht'). 

1 Mol Fettséiure wird mit NH, schwach alkalisch gemacht und mit 
2 Mol 3proz. H, O, vorsichtig destilliert ; hierbei entstehen unter anderem aus: 

Caprylsiure —» Methylamylketon 
Caprinsiure —» Methylheptylketon 
Laurinsiure —» Methylnonylketon 
Myristinsiiture —> Methylundecylketon 

Die Ausbeute fiir diese Ketone ist gering (etwa 5 Proz.), steigt aber mit 
fallendem Molekulargewicht der verwendeten Saéure. Die Reaktion verliuft 
nach folgendem Schema: 

RCH,CH, COO NH, -3 RCHOHCH, -% RCOCH,. 

Zufolge der groBen Tendenz der g-Oxy- bzw. Ketosiiuren, Kohlenséure 
abzuspalten und in Alkohole bzw. Methylketone iiberzugehen, vollzieht 
sich letzterer Vorgang oft schon bei Zimmertemperatur. 

Die Anwesenheit der oben angefiihrten Fettsiuren im Kokosfett 
einerseits und der Nachweis der vier diesen entsprechenden Methyl- 
ketone im ranzigen Kokosfett (wie auch der zwei sekundiiren Alkohole 
als Zwischenstufen) andererseits gewahrleisten also die praktische Ver- 
wendung dieser Synthese zur experimentellen Beweisfiihrung. 


Nach der Dakinschen Synthese ist zur Bildung der Methylketone 
aus den Fettsiuren bzw. deren Ammonsalze Stickstoff erforderlich 
(Ammonsalze !). 

Das ,,ranzige‘“’ Kokosfett des Handels enthilt eine Reihe von 
Methylketonen (Haller und Lassieur und meine Untersuchungen). 

Diese beiden Tatsachen lieBen mich folgende Uberlegungen machen : 

1. Wenn die Bildung der Ketone im Sinne der Dakinschen Synthese 
verlauft, so miissen beim Ranzigwerden des Kokosfettes Stickstoff- 
substanzen zugegen sein. 


1» Dakin, Journ. of biol. Chem. 4, 227; 6, 373; Amer. Chem. Journ. 
44, 41. 








| 
} 
i 
| 





380 M. Starkle: 


2. Bei stickstofffreiem (raffiniertem!) Kokosfett muB eine Ket: 
bildung unterbleiben, wihrend andererseits die Annahme nahe liegt, da} 

3. ein Zusatz von geeigneten Stickstoffsubstanzen zu dem raffiniert« 1 
Kokosfett die Bildung von Ketonen erméglichen kénnte. 

Diese Fragen werden durch folgende Versuche geklart: 


1. Versuch. 


Experimentelles: In je einen 4%4-Liter-Rundkolben wurden 250 g reines 
Kokosfett gebracht; das Fett fiir Probe A wurde vorher im Exsikkator iibe: 
P,O,; getrocknet. Beide Fette waren stickstofffrei. Durch den Kolben 4 
wurde mit NaOH und konzentrierter H, SO, gewaschene trockene, durch B 
ebenfalls sauer und alkalisch gewaschene, nicht trockene Luft geleitet. Dix 
Temperatur schwankte zwischen 40 und 80°. Dauer des Versuchs: 3 Monate, 
wobei taiglich etwa 5 bis 6 Stunden durchliiftet und in der iibrigen Zeit 
(iiber Nacht) das Fett erkalten gelassen wurde. Nach den ersten 3 Monaten 
wurden die Proben, leicht verkorkt, sich selbst iiberlassen und nach oben 
angefiihrten Zeitintervallen jeweils titriert. 





Tabelle I. 
Saurezahl Saurezahl Saurezahl 
nach Geruch nach Geruch nach Geruch 
3 Monaten 8 Monaten 18 Monaten 
Trockene Luft | , z schwach | “ schwach 
(Versuch A) 3,5 talgig at ranzig | 1,8 ranzig 
Feuchte Luft 38 | 60 schwach | 71 schwach 
(Versuch B) ’ ” ’ ranzig | , ranzig 


Resultat: Es zeigte sich ein schwach ranziger (dem minimalen Olsaure 
gehalt des Kokosfettes entsprechender!) Geruch; Auftreten eines Keton- 
geruchs war nie wahrnehmbar. Die Aufspaltung der Fette (Luft, Licht, 
Séurezahl!) geschah in diesem Falle rein chemisch; Fermente und Mikro- 
organismen waren ausgeschlossen (Fehlen des N; Temperatur!). 


2. Versuch. 


Dieser umfaBt acht Variationen der Komponenten: Fett, EiweiB, Wasser, 
Luft, Licht, die als Parallelversuche nach folgendem Schema aufgesetzt 
wurden (s. Tabelle IT): 


Experimentelles: Das Fett wird in einer Flasche auf etwa 60° vor- 
gewairmt; das fiir den Versuch bestimmte Quantum Eiwei8 wird in der 
abgemessenen Menge H,O gelést und letzteres unter kriftigem Schiitteln 
portionenweise in die Flasche gegeben. Hierauf wird das Gemisch unter 
stetem Schiitteln abkiihlen gelassen bis auf etwa 20 bis 25° und in eine auf 
Eis vorgekiihlte Kristallisierschale ausgegossen. 


Die Proben waren in einem ziemlich staubfreien, unbenutzten, dstlich 
gelegenen Zimmer (direkte Beleuchtung) des Instituts aufgestellt. Probe 2 
war in einer Tischschublade und Probe 6 unter einer Blechschachtel vor 
Lichtzutritt geschiitzt; Probe 8 wurde in einen Erlenmeyer eingefiillt, dic 
Luft durch CO, verdriingt und durch paraffinierten Kork luftdicht ver 
schlossen. 
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Tabelle II. 





Beginn: 10. IV. 1V 20. V. 10. VI 10. IX. 1923 a 
Kokosfett, Saurezahl 
N-trei, - - 20 
Luft, Licht 


KF, Nefrei 
ohne Licht < ’ 0,16 
250 KF, " 
100 HO, —_ = ii . 20 
Luft, Licht 


100 KF, , 
3 Albumin, . _ ™ 20 
im Exsikkator 


250 KF, briaunl. Flecken, 
122 H,O, —_ _ - schwacher 
2HE Fettsauregeruch 


6. 250 KF, 7 lokalisierte | gelbe u. braune 
120 H,O, } gelbe Flecken™, | Flecken. _2) io 
45 HE, Ketongeruch!!) | kraftiger Keton- 
ohne Licht geruch 

7. 300 KF, starke Zersetz.. Fortschreiten d.| wie 20. V.. kein) stark braun 
100 H,O, gelbe u. braune Zersetzung, Ketongeruch durchsetzt, 
110 HE, Flecken, Fette Vorherrschend.| wahmehmbar _ intensiver Ge- 
Luft, Licht siure- u. Keton’ Fettsauregeruchs ruch nach 

geruch (Capronsaure) Fettsauren! 


> 


wn 


x 


. 200 KF, | 
_ _ - talgiger Geruch - 
COyAtm. | 
KF = Kokosfett (rein, N-frei). 
HE = rohes HiihnereiweiB. 
1) Diese ,,gelben Flecken“ zeigen morphologisch die gré®te Ahnlichkeit 
mit kolonieartigem Wachstum von Mikroorganismen. 
*) Zur mykologischen Analyse verwendet. 


Resultate: a) der stickstofffreien Proben 1, 2, 3. Die Saiuretitration dieser 
Proben nach 12 Monaten zeigt iiberaus deutlich die in der Einleitung er- 
wihnte Tatsache, daB Fett neben Luft vor allem Licht benétigt, um ranzig 
zu werden; wihrend die belichteten Proben, sowohl im Trocknen als auch 
die Fett-H,O-Emulsionen sich in bezug auf Aciditét nahezu gleich verhielten 
— sogar die mit wenig EiweiB versetzte Probe 5 zeigte wenig mehr Siure — 
so nahm andererseits die unbelichtete Probe 2 mit einer ungefahr zw Sifmal 
geringeren Séurezahl eine pragnante Sonderstellung ein. 


b) Der stickstofj-(eiweiB-)haltigen Proben: Diese lassen sich dahin 
zusammenfassen: Ohne H,O findet keine Ketonbildung statt (Probe 4). 
Ohne Luft (CO,-Atmosphire) ist Ketonbildung ebenfalls ausgeschlossen 
(Probe 8). 

Licht ist zur Ketonbildung nicht erforderlich (Probe 6); der AusschluB 
des Lichtes scheint nach obigen Versuchen eher eine Ketonbildung zu be- 
giinstigen. 


Unter Beriicksichtigung der Dakinschen Synthese \iBt sich aus den 
bisher gefundenen Resultaten folgender Schlu8 ziehen: 

1. Ohne N-Substanzen kann keine Ketonbildung entstehen! (N zur 
Bildung von NH,-Seifen notwendig!) 
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Wasser und Lujt sind obligate Bestandteile; diese weisen auf 
aerobe Mikroorganismenmitwirkung hin (gelbe Flecken!).  Letzteren 
kame somit vermutlich die Aufgabe zu, die Fette zu spalten und di 
Proteinsubstanzen zu NH, abzubauen. 

3. Licht ist nicht nur nicht notwendig, sondern halt Ketonbildung 
hintan (Lichtempfindlichkeit der Mikroorganismen). Andererseits er- 
fordert die gew6hnliche Ranziditat der Fette unbedingt Licht; es erlaubt 
dies schon den SchluB, da8B wir es hier mit einer Ranziditdt besonderer 
Art zu tun haben. 

Besonders auffallend war, daB immer da, wo Ketonbildung auftrat, 
sich friiher oder spiter jene ,,gelben Flecken™ einstellten, was auf dic 
Lebenstiatigkeit von Mikroorganismen schlieBen lieB. Um den ursiach- 
lichen Zusammenhang dieser gelben Flecken mit der Ketonbildung 
abzukliren, wurden Probe 6 (Tabelle IT) und eine Flasche mit Riick- 
stinden einer Fett-H,O-Gelatinemischung, die die charakteristische 
Geruchserscheinung aufwies, einer mykologischen Analyse unterzogen, 
die spiter aufgefiihrt sei. 

Statt durch Fett-Wasser-EiweiBmischungen eine der Kokosnul} 
iihnliche Grundlage zu schaffen (Versuch 2), unternahm ich im 


3. Versuch 
den qualitativen Nachweis der Ketone in faulender Kokosnuf. 

Experimentelles: 250g geraspelter Kokosnu8 wurden in Kristallisier- 
schalen, durch Glasplatte bedeckt, sich selbst iiberlassen. Die Zimmertempe- 
ratur war tagsiiber etwa 16 bis 18°, nachts etwa 8° (Januar). Die Prob: 
war vor direktem Sonnenlicht geschiitzt. 

Nach etwa 2 bis 3 Tagen zeigten sich an verschiedenen Stellen der locker 
gelagerten KokosnuBfasern von bloBem Auge erkennbare, gelbgriine und 
weiBe Kolonien, die sich im Laufe der folgenden Tage zu einem dichten 
griinlichen und weiBen Rasen gleichmaBig iiber die Oberflache ausbreiteten. 
Gleichzeitig stellte sich auch der bekannte typische Geruch nach faulender 
KokosnuB ein. Nach 10 Tagen war der Héhepunkt ungefahr erreicht; die 
ganze Masse war griin-gelb durchsetzt, an einigen Stellen zeigten sich 
schwarzbraune, an anderen Stellen weiBe, dichte Mycelhaufen; der Geruch 
war tiberaus intensiv, keineswegs unangenehm, an Amylacetat erinnernd. 
An der Glasplatte zeigte sich reichlich Kondenswasser, das, wenn abgestreift 
sich in 1 bis 2 Stunden wieder angesammelt hatte. Die Temperatur im Innern 
der Masse war also entschieden héher als die AuBentemperatur, was durch 
bloBes Beriihren der Schale deutlich erkannt werden konnte. 

Nach 14 Tagen seit Beginn des Versuchs ging ich an die 


Aufarbeitung der Riechstoffe. 
Zu diesem Zwecke wurden 150g der noch feuchten KokosnuBfasern 
im Soxhletapparat wahrend 6 Stunden mit Ather extrahiert. Die atherische 
Lésung des Extraktes wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet 
und der Ather vorsichtig abdestilliert. 
Aus 150 g schimmliger KokosnuB erhielt ich 90g dtherléslichen Extrakt. 
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Von diesen wurden 40 g weiter verwendet wie folgt: Nach vollstandiger 
Losung derselben in etwa 200 cem Ather wurde unter Phenolphthaleinzusatz 
so lange KOH (etwa n/5) zugefiigt, bis auch nach einigem Stehen die rote 
Farbe erhalten blieb. Um kaum zu trennende Emulsionen zu verhiiten, 
ist darauf zu achten, daB die Kalilauge nicht in konzentrierterer Form und 
nicht unter Schiitteln, sondern unter leichtem Schwenken des Scheide- 
trichters aus einer Biirette zulaufen gelassen wird. 

Nach zwei- bis dreimaligem Auswaschen der Atherlésung mit viel 
Wasser wurde die wisserige Liésung der Kaliseifen fiir sich angesiuert, 
und die freien Fettsiuren wurden mit Ather extrahiert und gewogen. Aus 
den eingewogenen 40g resultierten 21,8 g Fettsduren, die keiner ni&heren 
Analyse unterzogen wurden. 

Die atherische Lésung der Newutralteile ergab nach Trocknen mit 
Natriumsulfat und Abdestillieren des Athers einen weiBen, festen Riickstand 
von 17,5g. Dieser wurde im Vakuum destilliert; es gingen 2,9g einer 
wasserhellen Fliissigkeit vom Siedepunkt 40 bis 106° (10 mm) iiber. Der 
Riickstand von 14,6 g bestand aus weiBem, sozusagen geruchlosem Kokosfett. 

Zur Isolierung der einzelnen Ketone wurde mit wasserig-alkoholischer 
Semicarbazid-Kaliumacetatlésung versetzt, wobei momentan ein dicker 
Brei von Semicarbazonen ausfiel. Letzterer wurde nach einigem Stehen 
abgenutscht, mit Wasser, und nach dem Trocknen mit tiefsiedendem 
Petrolither ausgewaschen. Derselbe Petrolither wird vorteilhaft auch zum 
Ausziehen des wisserigen Filtrats verwendet. Die mit Semicarbacid nicht 
reagierenden Teile bestanden nach Abdestillieren des Petrolithers aus etwa 
0,5 cem einer farblosen Fliissigkeit vom Siedepunkt 80 bis 109° (10 mm) 
und typischem Geruch nach faulender KokosnuB. Mangels geniigenden 
Materials muBte von einer Analyse Abstand genommen werden, doch ist 
zweifellos der gefundene Kérper identisch mit dem von Haller und Lassieur 
wie auch von mir aus ,,ranzigem‘ Kokosfett isolierten Methyl-heptyl- 
und vornehmlich Methyl-nonylcarbinol, was durch Geruch und Siedepunkt 
bestatigt wird. 

Das Semicarbazongemisch wurde hierauf zur Aufspaltung in H,S0O, 
(1: 1) suspendiert und das Ketongemisch mit Wasserdampf abgeblasen. 
Nach Ausithern des Destillates wurde die Atherlésung getrocknet und in 
den Fraktionierapparat gebracht. [Zur Fraktionierung im Vakuum ver- 
wendete ich den mir von Herrn Dr. G. Widmer freundlichst zur Verfiigung 
gestellten Fraktionieraufsatz, der mir vorziigliche Dienste leistete').] 


1. Fraktion. . . . 40 bis 60° (10mm) 5 Tropfen 


Zwischenfraktion 60 ,, 70 (10 ,, ) 3 a 
TE aa a lh 0,9 cem 
Zwischenfraktion 75 ,, 105 (10 ,, ) ae a 
3. Fraktion. . . . 105 ,, 107 (10 ,, ) aoe és 


Von allen Fraktionen wurden Semicarbazone hergestellt. 


Schmelzpunkte und Mischproben. 

1. Fraktion (40 bis 60°): Semicarbazon (1 x Alkohol). . Fpt. 122 bis 123° 
Semicarbazon des synthetischen Methylamylketons . ,, 121 bis 123° 
Mischprobe . WS Bee ee » 121 bis 122° 

= Methylamylketon. 


1) G. Widmer, Diss. E.T. H. Ziirich 1923. 
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2. Fraktion (70 bis 75°): Semicarbazon (1 x Essigester). . . 116 bis 

Semicarbazon des Methylheptylketons aus ,,ranzigem* 

CEG. 6 6 oN + eae we 2 «os 6g SE 
SE late. Oe as Gears wes aS! gp 
= Methylheptylketon. 
3. Fraktion (105 bis 107°): Semicarbazon (1 x Alkohol) . . 122 bis 

Semicarbazon des Methylnonylketons aus ,,ranzigem“* 

a ee ee ee ee ee ee 

SN? he hd le, ely Sela e hecte: ww cas et) gee 

= Methylnonylketon. 

Dieser Versuch la8t eindeutig die vermutete Ursache und das Weser 
der ,,ranzigen** Stoffe des Kokosfettes erkennen. 

In ahnlicher Weise hat man sich nunmehr den Hergang der Ketonf 
bildung in der Technik bzw. bei der Gewinnung und Verarbeitung dey 
Kokosniisse im groBen vorzustellen. LaBt man die aufgespaltencif 
Kokosniisse lingere Zeit haufenweise liegen, wie es bei unrationelle: 
Arbeiten tatsichlich gemacht wird, so stellt sich auf dem einen vorf 
trefflichen Niahrboden darstellenden Kokosendosperm sogleich jen 
iippige Vegetation ein, verbunden mit einer tiberaus kraftigen Keton. 
bildung. Nahere Angaben hierzu gibt Andés') in seinem unten zitierte1 
Werke; er bemerkt ganz richtig: ,,Die Hydrolyse und darauffolgenc 
Zersetzung des Fettes in der Kopra wird vermutlich durch Pilze (haupt. 
sichlich Aspergilli) herbeigefiihrt, indem entweder einer allein oder i: 
Gemeinschaft mit verschiedenen Bakterien wirkt.“ 

Dank der Fettléslichkeit und der relativ hohen Siedepunkte (15 
bis 260°) bleiben diese Stoffe mit groBer Hartnickigkeit im Kokosé 
und erteilen ihm den disqualifizierenden ,.ranzigen“ Geruch. DaB es 
sich hier also keineswegs um die eigentliche Ranziditat handelt, dirft: 
allein durch diesen Versuch festgelegt sein; wir sprechen kinftighif 
zur gréBeren Prizisierung in diesem speziellen Falle von ,.Ketonf 
ranzidiiat’’ im Gegensatz zur allgemeinen oder _ ,,Aldehydranziditat 
der Fette, welche einzig und allein abhangig ist vom Gehalt an Olsdur 
und dem Grade der Oxydation derselben (Kreistest). 


Mykologische Untersuchung einerketonhaltigen Kokosfett-Wasser 
EiweiB-(Gelatine-) Mischung. 

Die auf S. 382 erwihnte mykologische Analyse der Probe 6 (Tab. 1! 

und Flasche mit Fett-Wasser-Gelatinemischung ergab folgenden Befund * 


‘) Andés, Kokosbutter und andere Kunstspeisefette. Wien, Hartlebe: 
1907. — *#) Nachfolgende mykologische Analyse wurde von Herrn O. Acklinff 
Assistent am hyg.-bakt. Institut der E. T. H. ausgefiihrt und mir in freund 
licher Weise zur Verfiigung gestellt. Ich benutze diese Gelegenheit. 
ihm fiir sein reges Interesse, das er fiir den weiteren Verlauf meiner Arbei'ff 
zeigte, sowie fiir die Ratschlige, die er mir besonders auf mykologis« hf 
technischem Gebiete zuteil werden lie8, meinen speziellen Dank auszusprechen 
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116 bis 115 Als Nahrboden wurde eine Mischung von 200g Kokosfett, 150g 
Wasser und 4g Gelatine!) verwendet, entsprechend einer ungefahren 


mot ~ Zusammensetzung dieser Komponenten in der KokosnuB. 
Sterilisierung des Ndhrbodens. Obige Mischung wurde wihrend 40 Mi- 
122 bis 1294) uten im Autoklav bei 108° sterilisiert. Beimpfung dieses Materials mit 
verschimmelten Fett-Wasser-EiweiBresten aus der Flasche zeitigte keinen 
123 bis 1244) Erfolg. (Wir werden auf den Grund dieser Erscheinung spacer zuriick- 
122 bis 124 kommen.) Schonendere Sterilisation bei 105° wihrend 10 Minuten ergab 


bei der Impfung des Nahrbodens in Réhrchen nach 10 Tagen Ketongeruch, 
_  [untermischt mit Ammoniak, und bei langer dauernder Beobachtung auch 
| das Wesed Fottsaiuren- und Seifengeruch. 
Zur Isolierung der Keime im Ausgangsmaterial wurde letzteres unter 
der Keton. Beriicksichtigung des Schimmelpilzes auf Maltoseagar (2 Proz. Maltose, 
beitung def} | Proz. Pepton, 1,5 Proz. Agar) verimpft. Es gingen an: ein Penicillium 
gespaltene: glaucum und drei verschiedenartige Bakterien; letztere erwiesen sich, wie 
sationclics nahere Untersuchungen zeigten, als véllig indifferent. Ww ir verzichten daher 
“ auf naihere Beschreibung. Dagegen vermochte das isolierte Penicillium 
emen VOrk claucum allein die bekannten Farb- und Geruchsveranderungen herbeizufiihren. 
gleich jen: Priifung anderer Schimmelpilze. Die gleiche Wirkung wie obiges 
gen Keton§} Penicillium glaucum zeigte ein solches aus der Schimmelpilzsammlung des 
en zitierte:) Instituts. 
auffolgen« Ebenso ergab ein Aspergillus niger schon nach 4 Tagen Ketongeruch, 
waihrend ein spiarlich wachsender Aspergillus fumigatus denselben erst in 
ize (haupt 20 Tagen zeigte. 
ein oder i1 Ein von mir spiater verimpftes Oidium lactis vermochte nicht Ketone 
zu bilden, doch trat ein séuerlicher, an gebrochene saure Milch erinnernder 
Geruch auf. 

Saccharomyces cerevisiae ergab ebenfalls negatives Resultat; ebenso 
zigte ein ab fauler Kokosnu8 abgeimpfter Mucor nicht die Fiahigkeit, 
Ketone zu _ bilden. 

Spaterhin verwendete ich immer Reinkulturen von Penicillium glaucum. 
Dazu wurden drei Stimme: 

I. aus Fett-Gelatine-Wassermischung, 
II. ab Emmentaler Kise, 
III. ab geraspelter KokosnuB 
isoliert. Als Ndhrboden zur Erzielung eines sporenreichen, kriftigen Wachs- 
tums eignete sich der oben angefiihrte Pepton-Maltoseagar ; nach 3 bis 4 Tagen 
war die Oberflache jeweils mit einem dichten griinen Rasen iiberzogen. Zur 
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tt-Wasser}, Beimpfung verwendete ich in der Regel 4 bis 6 Tage altes Material. 
6 (Tab. I! Die Dakinsche Synthese im Stoffwechsel des Penicillium glaucum. 

ab. : : : . 
athe Durch die Tatsache, daB ohne Stickstoffsubstanzen keine Keton- 


bildung zu beobachten war (s. oben), diirfte die vitale Bildung der- 
Hartlebenf, selben im Fett der KokosnuB durch die Dakinsche Synthese eine 
1 O. Acklin} Erklirung gefunden haben. 

r in freund Da sich herausgestellt hat, daB Penicillium glaucum fiir die Keton- 


re] heit . ‘ a : 

a. bildung verantwortlich gemacht werden darf, so miissen daraufhin 
iner Arbei 

ykologisch{ 1) Neben Hiihnereiwei8 wurde als Stickstoffquelle mit dem gleichen 


cuspreche! F Erfolg auch Gelatine verwendet. 
Biochemische Zeitschrift Band 151. 25 
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im Biochemismus des Penicilliums folgende Eigenschaften zur Aus. 


wirkung gelangen: 

1. eine fettspaltende (lipolytische), 

2. eine eiweiBabbauende (proteo-peptolytische) ; Ammoniakbildung ', 

3. eine solche oxydativer Natur. 

In Anbetracht der zahlreichen hieriiber bereits bestehenden Er. 
fahrungen hielt ich es fir zweckmaiBig, meinerseits nicht weiter auf 
diese Fragen experimentell einzugehen, und beschriankte mich daher 
auf die nachfolgenden kurzen Angaben aus der entsprechenden Literatu: 

1. Uber fettspaltende (lipolytische) Eigenschaften: Camus) wies im 
Penicillium glaucum ein lipolytisches Enzym gegen Butterfett nach. Zu 
denselben Ergebnissen unter gleichen Bedingungen kamen u. a. Laxa*) und 
Gérard*), auBerdem Camus (1. c.) fiir den Aspergillus niger. 

Spieckermann*) zeigt, daB im Gegensatz zu Schmid die Triglyceride 
nicht als Emulsion, sondern in Glycerin und Fettséure gespalten in die Zelle 
aufgenommen werden. Hieraus schlieBt Hanus*), daB die Schimmelpilze 
wahrend ihrer Entwicklung die Lipolyse auszufiihren gezwungen sind, 
um Glycerin in ihren Stoffwechsel einbeziehen zu kénnen. Nach Rahn‘) 
besitzt Penicillium glaucum ebenfalls stark fettspaltende Eigenschaften. 

SchlieBlich sei noch auf die Arbeit von Duclaux’) und die durch den 
Kreistest festgelegten Resultate, von denen bereits in der Einleitung di 
Rede war, verwiesen. 

2. Uber NH,-bildende, eiweiBabbauende Eigenschaften: Wehmer®) fand 
in Zuchten von Aspergillus niger in Peptonlésungen reichliche Bildung von 
Ammoniak. 

Butkewitsch*®) stellte analoge Versuche mit Penicillium glaucum und 
Aspergillus an und kam zu demselben Resultat. 

Wdoltje**) zeigte mit Penicillium glaucum in Milch, daB aus einem Manko 
an Stickstoff am SchluB des Versuchs bei alkalischer Reaktion auf N H,- 
Bildung zu schlieBen ist. 

Untersuchungen Weigmanns (s. Lafar, 2) ergaben ebenfalls Ammoniak 
bei Zersetzung von Milch durch Schimmelpilze. 

Am beweiskraftigsten diirften die von Kossowicz™) mit elf verschiedenen 
Schimmelpilzstémmen unternommenen Untersuchungen sein, worunter auch 
Penicillium glaucum. Er fand, daB Glykokoll als alleinige Kohlenstoff- 
Stickstoffquelle unter N H,-Abspaltung ausgenutzt werden kann. 

1) Camus, C. r. d. Soc. de Biol. 49, 192. 

*) Lawa, Arch. f. Hyg. 41, 127. 

8) Gérard, C. r. 124, 370. 

4) Spieckermann, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 28, 305. 

5) Hanus, ebendaselbst 1900, S. 606. 

&) Rahn, Centralbl. f. Bakt., Ii, 15, 422. 

7) Duclauz, Le lait. Paris 1887. 

8) Wehmer, Chem.-Ztg. 19, 2088, 1895. 

*) Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 38, 147. 

©) Woltje, Inaug.-Diss. Gottingen 1918. 

11) Kossowicz, Zeitschr. f. Géarungsphysiologie 2, 51 und 81 1912; 
Referate: Zeitschr. f. Bakt. II, 87, 276. 
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schen Resultate angefiihrt. 


Es sei hier noch kurz eine experimentelle Bestdtigung der Kossowicz- 
Die Technik des Versuchs ist aus Tabelle III 


ersichtlich. 


Die Beimpfung der Kokosfett-Glykokoll-Wassernihrbéden erfolgte 
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4. Versuch (Tab. ITT). 


durch Aufstreuen von reinem Sporenmaterial. 


Tabelle ITI. 





Angesetzt 18. XII. 


20. 


22. XII. G 


24. XII. G 


28. XII. 


ad 


unter Anwendung von Glykokoll als einzige Stickstoffquelle ein, wenn auch 
25° 


Ww 
| Sp 


F 


Ww 
Sp 
G 
F 
Ww 
Sp 


F 


=e 


qd 


33 Kokosfett 35 Kokosfett 35 Kokosfett 
62 Wasser 64 Wasser 65 Wasser 
5 Glykokoll 1 Glykokoll 0,1 Glykokoll 
4 os x + t+ 
ae —_ ome — (1 Kol.) — 
na ied —_ am + — 
? £ — — + > 
a — — — (1 Kol.) _ 
Kol.) — —_ — (1 Kol.) 
n —_ — _— + —_ 
+ + ? ? + + 
Kol.) — _— —- (1 Kol.) 
+ — _ — +. _ 
t = t ? + + 
Kol.) + + _ + + 
+ —_ | = me i 
= = - ++ + 
_ — — — | ++ + 
nN nN nN nN nN nN 


Legende: W = Wachstum (makroskopisch sichtbar). 
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Das Resultat des 


Geruch (Keton-). 
Gelbfarbung des Nahrbodens. 
Sporenbildung. 

kein sichtbares Wachstum, 


: “ analoge Be- 
spurenweises Wachstum. zeichnung 
makroskopisch sichtbares Wachstum, fir 
kraftiges Wachstum, | G, F und Sp. 


nichts Neues. 


Versuchs l4Bt sich also dahin zusammenfassen, daB 
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sparlicher, so doch eindeutig wahrnehmbarerer Ketongeruch zu kon 
statieren war. 

Dadurch diirfte die obligate Rolle des Ammoniaks bewiesen sein 

Uber den Chemismus der Ammoniakbildung aus Glykokoll (und Amin: 
siuren im allgemeinen) orientieren die interessanten Ausfiihrungen vor 
Ehrlich und Jakobsen). Thre Versuche mit Oidium lactis ergaben, daB in 
einem Glucose-Aminoséurenahrboden schon nach 4 bis 5 Wochen vor 
letzteren nichts mehr nachzuweisen war. Bei diesem Vorgang findet ein: 
regelmaBige Desamidierung der als Stickstoffquelle gebotenen Aminosiiur 
in dem Sinne statt, daB Wasser angelagert und Ammoniak abgespalten wird 


RCHNH,COOH + H,O—» RCHOHCOOH + NH, 


3. Uber oxydierende Eigenschajten. Herzog und Meier*) berichten von 
einer biologischen Spaltungsmethode der Antipodengemische von Racematen 
(Pasteur), die auf einer Oxydation durch Schimmelpilze beruhe. Da div 
gleiche Wirkung durch getétete Pilze erzielt wurde, schlossen die Forsche: 
auf Anwesenheit eines oxydierenden Ferments, einer Orydase in Penicilliun 
glaucum. 

Einen interessanten ,,Nachweis feinerer Wachstumsvorgiange _ in 
Schimmelpilzen“ lieferten Plato und Guth*). Unter Anwendung von Neutra! 
rot als Indikator auf oxydierende Vorgiinge entdeckten sie in den Endfiiden 
von Penicillium brevicaule eine Reihe roter ,,Granula“, die sie als vital: 
Oxydationszentren ansprachen. 


In konsequenter Anwendung und sinngem&Ber Ausfiihrung de 
Dakinschen Synthese ging ich in den im folgenden beschriebenen 
Hauptversuchen dazu iiber, den Nachweis zu erbringen, daB durch 
oxydativen Abbau der freien Fettsiuren, deren Ammonsalze sowie deren 
Triglyceride zu Ketonen in ihren einzelnen Phasen durch den Stoff- 
wechsel des Penicillium glaucum beherrscht wird, und daB somit die 
Dakinsche Synthese in vivo fiir den vorliegenden Fall in ihrem vollen 
Umfang als bewiesen gelten kann. 


1. Uber das chemische Verhalten von Penicillium glaucum auf Gelatine- 
naihrboden bei Zusatz von freien Fettsiuren. 


Experimentelles (Naihrboden: 90 Wasser, 10 Gelatine): Je 50 ccm 
dieser Mischung wurden 0,5 g (etwa 10 Tropfen) Fettséure in Erlenmeyer 
kélbchen beigegeben und mit Wattepfropfen verschlossen wahrend 10 Mi 
nuten im Autoklaven bei 108° sterilisiert. Es wurden pro Fettsiure zwei 
Versuchsplatten und eine sterile Platte (Kontrolle!) angesetzt. Tem- 
peratur 22°. 

Beimpfung: Diese geschah durch l ecem der Sporenaufschwemmung 
einer 5 Tage alten Penicillium-Reinzucht (Stammkultur 1) pro Platt 
& 15cem Nahrboden (s. Tabelle IV). 


1) Ehrlich und Jakobsen, B. 44, 888. 
*) Herzog und Meier, Zeitschr. f. Bakt. Il, 27, 441. 
%) Plato und Guth, Zeitschr. f. Hyg. 38, 319. 
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Tabelle 1V. 
gelfeldelge| ge | de | fe | de 
Angesetzt 16. I. = 53/83/55} =5s ‘I 5 ts as es Oleinsaure 
22\s3\/S3\/93| 93 | 22 | ga | 3 
| Ww—-i—- —- ji + — -- — — 
ae 7 eC i— J |. [| 4 ? _ _ oe 
Fo—- |—- — /— + — _— — ~— 
Ty fom onsit — — ef. — + (Kol.) + (Kol) 
23. 1 Sp ue oe Pe aie + +t fi T 
sn cihan Gi—- — —> Ss — | +4 — schg. schg. _ siiB-siuerl. 
Fo—- —- — — + — — — — 
Wwi- - —- — + — + + 
Sp —- —- —- — : - ot ' 
9° 
28. I. & —- —- — — ++ _- schg. schg.  siiB-siuerl. 
ri) —)—")| + —)| + + + 
Ww - + (Kol.) + + + 
3. II J SP nN nNiaN |, + we ” . ne | 
. ‘| G . 7 +schg. schg. schg. schg.  sii§-siuerl. 
F —! 4 — + 
[ sp + |i 
7.11.) 82 |nN nN | aN} t+ ae oN | nN nN nN 
x | - + schg 
F || eb. a 
1) Mit frischem Hyphenmaterial beimpft. 
schg. = schimmliger Geruch. 


Ubrige Abkiirzungen s. Legende Tabelle III. 


Resultat: Aus Tabelle IV ist ersichtlich, daB nach 48 Stunden einzig 
die Laurinsdure ein makroskopisch sichtbares Wachstum zeigte. Gleich- 
zeitig waren gelbe Flecken kolonieartig zu konstatieren. Der Geruch war, 
wenn auch ziemlich schwach, so doch deutlich und identisch mit dem aus 
dem ranzigen Kokosdestillat (Rusterholz) gewonnenen, reinen Methyl- 
nonylketon. 

Bei der Myristinsdureprobe war kein Wachstum, wohl aber eine Ver- 
anderung des Geruchs gegeniiber der sterilen Probe wahrzunehmen. Ich 
sprach es als Methylundecylketon*) an, doch war im weiteren Verlauf des 
Versuchs von einem ausgesprochenen Ketongeruch nichts mehr zu 
konstatieren. 


*) Herstellung des Methylundecylketons. Laurinsiiure wird in etwa 
1\%, Aquivalent Eisessig gelist; diese Lésung wird unter Schiitteln langsam 
zu einer CaQO-Suspension, die ungefahr anderthalbmal sovie] CaO enthalt 
als zur Absiittigung der beiden Siéuren nétig ist, gebracht. Hierauf wird in 
Porzellanschale zur Trockne verdampft, getrocknet und die pulverisierten 
Ca-Seifen in schwer schmelzbarem, groBem Reagenzglas unter Vakuum 
direkt in Vorlage trocken destilliert; dabei ist darauf zu achten, daB das 
sich trocken bildende Diundecylketon die Abzugsréhre nicht verstopft 
(Fpt. 69°). Durch Destillation des Rohproduktes kénnen die gebildeten 
Ketone leicht getrennt werden. Das Methylundecylketon ist ein weiBer 
Kérper vom Fpt. 27— 28°; es besitzt einen an Wiesenkerbel erinnernden 
Geruch. 
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Nach weiteren 5 Tagen zeigte die Laurinsdureprobe ein ziemlich kraftigt 
Mycel auf einem gelben Grunde. Der Geruch war eindeutig und intensi 
der von Methylnonylketon. 

Die Myristinséiureprobe wies sowohl kein Wachstum als auch keine: 
Ketongeruch auf; letzterer entsprach dem der sterilen Probe’). 

Die Palmitin- und Stearinsiureproben waren mit einzelnen sporen- 
reichen Kolonien bewachsen, was auf gehindertes Wachstum zuriickzufiihren 
sein diirfte. 

Die Oleinséureprobe war ziemlich gleichmaBig iiberwachsen und zeigt: 
einen séuerlich-siiBen (keinen Keton-) Geruch. 

Nach 12 Tagen seit Versuchsbeginn wurden Myristin-, Butter-, Capron-, 
Capryl- und Caprinséure mit frischem Hyphenmaterial beimpft, mit dem 
Erfolg, daB nach 6 Tagen letztere neben mikroskopisch sichtbaren Hyphen 
deutlichen Geruch nach Methylheptylketon erkennen lieB. 

Die Laurinsdureprobe lieB infolge der eingetretenen reichen Fructi 
fikation neben dem Keton einen schwach schimmligen (schg.) Geruch 
erkennen, der bei den Palmitin- und Stearinsiureproben sehr stark ver 
treten war (Sporen!). 


Es laBt sich also das Resultat dahin zusammenfassen, daB unter 
obigen Bedingungen nur Caprin- und Laurinsdéure vom Penicillium 
glaucum eindeutig, Myristinsiure dagegen nicht sicher erkennbar im 
Sinne einer Ketonbildung abgebaut werden kénnen. 

Fir das Ausbleiben des Wachstums bei Butter-, Capron- und 
Caprylsiure geben die Untersuchungen von Spieckermann®) die Er- 
klirung, welche besagt, ,,daB von Penicillium glaucum Essigséure in 
ziemlich starker Konzentration vertragen wird, daB dagegen von der 
Propionséure an schon in schwachen Konzentrationen Entwicklungs- 
hemmungen eintreten, und daB die Giftigkeit bis zur Fettsdiure mit 
acht Kohlenstoffatomen (Caprylsiure) mit dem Molekulargewicht steigt. 
Bei der Pelargonsiure (CyH,,0,) tritt bei damit gesittigten Nahr- 
lésungen weder Weiterentwicklung von Hyphen, noch Auskeimen von 
Sporen ein. Bei Caprinsdure (CygH.»0,) dagegen war wohl ersteres. 
nicht aber letzteres der Fall. 

Zum gleichen Ergebnis kommt auch Lava (I. c.); er gibt an, daB Peni 
cillium bei 39mg Capronsiure auf 100 ccm noch nicht, bei 24mg sehr 


schwach wuchs, und da8 bei ungefahr gleich konzentrierten Caprylsaure- 
lésungen tiberhaupt kein Wachstum zu erzielen war. 


1) Eine Beurteilung der Ketonbildung auf Grund der Geruchsempfinduny 
allein kann als streng wissenschaftliches Kriterium nicht geniigen. Dagegen 
ist der hier in Frage kommende Geruch so charakteristisch und ausgiebig. 
daB unter Umstinden, selbst bei eindeutigem Auftreten desselben ein 
Nachweis auf chemischem Wege versagen kann. Dies bestitigte sich be! 
einem spiater zu beschreibenden Versuch mit Myristinséiure. Demzufolg: 
habe ich nur diejenigen Geruchsbeobachtungen eindeutig als Ketone au- 
gewertet, bei welchen mir zugleich die chemische Identifizierung des Ketons 
einmal gelungen war. 

*) Spieckermann, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 28, 305. 
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Es besteht nun die Tatsache, daB Fette durch Schimmelpilze 
(Penicillium) unter vorangehender Spaltung in Fettséuren und Glycerin 
verzehrt werden. Aus den lipolytischen Eigenschaften ergibt sich aber 
die Méglichkeit einer Selbstvergiftung durch freiwerdende giftige Fett- 
siuren. Nach Spieckermanns Angaben ist es unwahrscheinlich, daB 
die lipolytischen Eigenschaften spezifisch auf die niedrigst- oder héchst- 
molekularen (ungiftigen!) Fettsiuren eingestellt sind. Er fand nimlich 
eine Verminderung der Reichert-Meisslzahl (der héheren fliichtigen, giftigen 
Fettsiuren !). 

Auch Bremer’) sagt, daB Fadenpilze Fette, sowie héhere fliissige und feste 
Fettséuren als Kohlenstoffquelle vorziiglich ausnutzen kénnen. Rahn*)schlieBt 
sich an und berichtet: ,,Die Schimmelpilze scheinen die niederen Fettsiuren 
zu bevorzugen. Bei der Oxydation der Fettsiuren sind niemals Neben 
produkte beobachtet worden ; die Oxydation scheint also vollstandig zu sein.“ 

GemaB der Dakinschen Synthese glaube ich jetzt schon annehmen 
zu kénnen, daB das aus der KokosnuB (dritter Versuch) gewonnene 
Methylamylketon aus der besonders giftigen Caprylsdure hervorgegangen 
sein dirfte. Damit werden wir vor die Frage gestellt, wie sich trotz 
der Anwesenheit von giftiger Fettsiure ein intensives Pilzwachstum 
erklaren l4Bt. Es bestehen folgende Méglichkeiten : 

1. Es kann dem Pilz allenfalls die Fahigkeit zukommen, im ge- 
gebenen Moment durch Bildung eines sogenannten ,,Ko-Fermenis™ die 
lipolytische Wirkung aufzuhalten und fortan zu regulieren. 

2. Ist dies nicht der Fall, wirde die lipolytische Wirkung weiter- 
gehen bis zur Selbstvergiftung, so muB ihm eine Fahigkeit zukommen, 
die Saure in dem MaBe, wie sie abgespalten wird, unschidlich zu machen. 

DaB ersteres kaum in Frage kommen diirfte, beweisen die spiter 
aufgefiihrten Resultate mit reinen Triglyceriden. 

Um die zweite Frage auf ihre Verifizierbarkeit zu priifen, sei auf 
eine Beobachtung Spieckermanns (l.c.) hingewiesen, die besagt, dab 
Penicillium nicht auf Na- oder K-Seifen, wohl aber auf solchen, deren 
Alkalireste das Pilzwachstum nicht stark beeinflussen, wachsen kann; 
als solche gibt er an Ca- oder N H,-Seifen, auf denen der Pilz, allerdings 
nicht so gut wie auf den entsprechenden Glyceriden, gedeiht. 

Gesetzt den Fall, der Pilz ist in der Lage, Ammoniak in solchen 
Mengen zu produzieren (Calcium kommt fiir unseren Fall wohl kaum 
in Frage), daB die jeweils freiwerdenden niederen Fettstiuren, welche 
dank ihrer gréBeren Dissoziation in erster Linie in Betracht kommen, 
sofort zu den unschiidlichen Ammonseifen neutralisiert werden, so ist 
dadurch eine Selbstvergiftung behoben und auBerdem die Anwendbarkeit 
der Dakinschen Synthese fiir unseren Fall erneut bestitigt. 


1) Bremer, Centralbl. f. Bakt., IT, 10, 156. 
*) Rahn, ebendaselbst II, 15, 53. 
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2. Ober das chemische Verhalten von Penicillium glaucum auf fettsauren 
Ammonsalzen. 


Experimentelles: Verschiedene Bedenken in bezug auf die Zusamme: 
setzung des bisher verwendeten Nahrbodens veranlaBten mich, ne) 
fiir die Ketonbildung giinstigere Kombinationen der Nahrkomponent«: 
auszuprobieren. Es zeigte sich, daB bei Darreichung des Stickstoffs in Fo: 
von Gelatine die ketonbildenden Eigenschaften des Penicilliums nicht zv: 
vollen Wirkung gelangen konnten. 

Nach einer Reihe von in dieser Richtung unternommenen Versuch: 
erwies sich folgende Zusammensetzung als geeignet: 

1000 Wasser, 15—20 Agar, 10 Pepton, 10 Glucose. 


Es diirfte damit dem Pilz einmal der Stickstoff in bedeutend resorbiec: 
barerer Form geboten sein; dann steht ihm in der Glucose eine vorteilhaft. 
Energiequelle zur Verfiigung. 

Dieser Nahrboden besitzt eine Reaktion, die einem py-Wert von 5,8 
bis 6,0 und zugleich dem Wachstumsoptimum der Schimmelpilze entsprich 
Die Existenz der Ammonsalze war durch den sauren Charakter dieses 
Nahrbodens gefahrdet. Um diese Spaltung der Ammonsalze zu verhindern, 
stellte ich durch Zusatz von Ammoniak die Nahrbéden auf die py-Wert: 
von 7,2; 7,4; 7,6; 7,8 bis 8,21), selbst auf die Gefahr hin, daB dem Pilz ei 
fiir sein Wachstum ungiinstigeres Milieu geschaffen wurde. 

Zum Verstindnis der in den folgenden Tabellen aufgenommenen 
Farbumschlage der verwendeten Indikatoren sei erwihnt, daB Bromthymo/ 
blau (BTB — py 5,4 bis 7,8) die saure Phase gelb, die alkalische blau anzeigt 
Der Neutralpunkt py, 7,0 kann als Griingelb angesprochen werden *). 

Die in derartig hergestellten Nahrbéden gefundenen Resultate der 


Versuche mit Ammoncaprylat 
sind in der Tabelle V zusammengefaBt. 


Tabelle V. 
Wechselnde Mengen Ammoncaprylat in Glucocse-Peptonagar. 





1. 2. 3. 2 
sa pe ag wed GlucosesAgar Glucose-A gar GlucosesAgar 
2. IV. 02 Ca . rece 0,2 Caprylsaure 0,1 Caprylsaure 0,05 Caprylsaure 
18h (blaulich grin) *) (gelblich-grun) (grun-blau) (griinlich-blau) 
Py 74-76 Py 72-74 Py 7.6—-78 Py 7.6—8,0 
> WwW — — _ <= 
3. Iv. » i “7: re ry 
I | F griin gelbgriin grin griin 
' y + 
aw.{W| + + a 
9b “ - eae a = mi 
, | F | griin u. gelb gelbgriin griin blaulich-griin 


*) Bromthymolblau als Indikator. 


*) Die Methode der Einstellung von Nahrbéden nach py ist erst kiirzlich 
im bakteriologischen Zentralblatt I, 91, 538 erschienen: O. Acklin, Uber 
die Bestimmung der py-Werte in der bakteriologischen Technik. 

2) Je nach Eigenfarbung des Naihrbodens andert sich selbstverstandlic! 
die Bezeichnungsweise der py-Werte nach Farbnuance. 
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Tabelle V. (Fortsetzung.) 
1. 2. 3 4 
Angesetzt Pepton-Agar a , 
. ; -Agar Glucose-Agar Glucose-Agar 
2. IV. | aR a 0,2 Caprytotuce 0,1 Caprylsaure 0,05 Capryleture 
18b (blauli artim) *) (gelblich-grin) (grin-blau) (grunlich-blau) 
Py 74-76 Py 72-74 Py 7.6-7,8 Pr 70-80 
» { Ww Hi + . 2 
5. 1V. } Sp _— nN nN 
9b | G —- _- 
F gelb griingelb 
WwW + 7 
7. IV. | Sp ++ nN _ + 
Ob | G schg. . +4 £ 
F griingelb griingelb griin u. blau 
Ww +. + 
a. BF. f Sp ++ nN _- 
Qh G int. schg. - to _ 
F griin gelb blau (u. gr.) 
Ww = o - 
12. IV. { Sp nN canis + deh 
9h G Caprylsaure! schg. schg. 
F gelb blaugriin blau 


*) Bromthymolblau als Indikator. 


Resultate: Sowohl die Peptonagar- mit maximalem, als auch die 
Glucoseagarprobe mit minimalem Ammoncaprylatgehalt zeigten nach 
18 Stunden deutlichen, letztere sogar intensiven Ketongeruch, wihrend 
Probe 3 eine Spur davon und Probe 2 gar keine Verinderung erkennen lieB, 
Uberdies lieB sich bei ersteren zwei Proben (1 und 4) ein Parallelismus 
insofern erblicken, als ungefaihr beim LHintritt der Fructifikation der Keton- 
geruch verschwand, um einem nachfclgenden, mit Uberhandnehmen der 
Sporenbildung anwachsenden Schimmelgeruch Platz zu machen. Probe 3 
zeigte die gleiche Erscheinung, nur zeitlich verschoben, waihrend Probe 2 
nie eindeutig Ketongeruch aufwies. 

Die ketonpositiven Platten waren a priori etwas stiarker alkalisch als die 
versagende Probe 2. Ich glaube daraus schlieBen zu kénnen, daB der Pilz 
in seinem ersten Lebensstadium das im Uberschu8, wie auch an Fettsiure 
gebunden vorhandene Ammoniak zum Aufbau von arteigenem EiweiB 
verwendet. Ist also nach meinem Dafiirhalten ein geniigend groBer Ammoniak - 
iiberschu8 vorhanden, um den Pilz auf jene Entwicklungsstufe zu bringen, 
wo dank seiner Ammoniakproduktion durch Abbau der Proteinsubstanzen 
(Pepton) die Gefahr der Selbstvergiftung nicht mehr besteht, so ist der 
Boden zu einer Ketonbildung geschaffen. Aus naheliegenden Griinden muB8 
sich der NH,-Uberschu8 innerhalb der fiir die Ketonbildung optimalen 
Breite der pyg-Werte bewegen. Unter diesen Gesichtspunkten laBt sich 


der negative Fall 2 ungefihr so erkliren, daB fiir das nach 2 Tagen ein- 
getretene, spurenweise Wachstum der geringe Uberschu8 an Ammoniak 
(7,2 bis 7,4!) und nach weiteren 24 Stunden ein Teil des an Caprylséure 
gebundenen Ammoniaks (Gelbfirbung!) vom Pilz benétigt und letztere 
dadurch in Freiheit gesetzt wurde (Selbstvergiftung!). 
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Versuche mit Capronsdure, 


die in Tabelle VI festgelegt sind, fiihrten zum selben Ergebnis. 


Tabelle VI. 


Ammoncapronat in verschieden ammoniakalischem Glucose-Peptonaga: 











Nahrboden: 10 Glucoseagar, 3 bis 4 Tropfen Capronsiure + (Ammoniak 
Pu 7,2—7,4 Pu 76-78 Pu etwa 8 
grun grunlich-blau blau 
| Ww x <n . 
Nach 24 Std. -; G + + 
F gelbgriin griinblau blau 
HH + + + 
Nach 40 Std. -; G | Capronsaéure + ++ 
F gelb griin blau u. griin 
wo _ + + 
y > 2 —7 = a 
Nach 63 Sed. | Capronsiaure! + ++ 
F gelb gelbgriin griin 
y | + (Kol.) + 4 
Nach 90 Std. é | Casenben i H 
F | gelb*) blau u. griin griin 


1) Um die gebildeten Kolonien herum leichter griiner Hof (Indik!). 


Resultate: 1. Wir sehen, daB bei einem Py- Wert von 7,2 bis 7,4 (griin) 
nach 24 Stunden makroskopisch spurenweise ein Wachstum und ebenso 
deutlich der Ketongeruch auftritt. Die Fiarbung ist gelb-griin. Nach 
40 Stunden ist deutliches Wachstum eingetreten, der Ketongeruch ist 
verschwunden, dafiir macht sich ein schwacher Geruch nach Capronsaure 
bemerkbar; der Nahrboden ist gelb gefairbt. Nach 62 Stunden sind keine 
Veranderungen festzustellen. Nach 90 Stunden ist stellenweise ein weiBes 
Mycel zu beobachten, Keton- nicht, wohl aber Capronséuregeruch. Die 
Farbung des Nahrbodens ist gelb; um das neugebildete Mycel herum treten 
griine Héfe auf (Indikator!). 


2. Bei einem py,-Wert von 7,6 bis 7,8 (griinlich-blau) beobachten wir 
nach 24 Stunden kein Wachstum, kriftigen Geruch nach Keton und griin- 
blaue Farbung des Nahrbodens. Nach 40 Stunden ist deutliches Wachstum 
und intensiver Ketongeruch zu konstatieren. Die Farbung des Nahrbodens 
ist griin. Nach 62 Stunden ist Wachstum unter Sporenbildung fortgeschritten, 
Ketongeruch hat nachgelassen, Farbumschlag in gelbgriin. Nach 90 Stunden 
fortgeschrittenes Wachstum und Sporenbildung, Ketongeruch verschwunden ; 
Nahrboden fleckenweise blau und griin gefirbt. 

3. Bei einem py -Wert von etwa 8 (blau) ist nach 24 Stunden makro- 
skopisch kein Wachstum, dagegen deutlicher Ketongeruch und keine 
Farbverinderung des Nahrbodens zu konstatieren. Nach 40 Stunden ist 
bei schwachem Wachstum ein kriaftiger Ketongeruch bei blaugriinem Nahr 
boden wahrzunehmen. Nach 62 Stunden beginnende Sporenbildung, 
Ketongeruch konstant, wihrend Nahrboden griin gefirbt erscheint. Nach 
90 Stunden ist bei gleichgebliebenen anderen Verhiltnissen der Ketongeruch 
nahezu verschwunden. 
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Die ursdchlichen Beziehungen, die zwischen der Reaktion des 
Nahrbodens, der Intensitat des Schimmelpilzwachstums und der Keton- 
bildung aus der obigen Versuchsreihe deutlich hervorgehen, scheinen mir 
fur das Verstaéndnis der Ketonbildung von auBerordentlicher Bedeutung 
zu sein, so da8B ich im folgenden dazu tibergehe, meine Anschauungen 
hieriiber auf etwas breiterer Basis zu erértern und zu begriinden. 


1. Nach 24 Stunden. Der geringe Ammoniakiiberschu8 wird zur Bildung 
einer diesem entsprechenden Menge Keton und zur Vermehrung des Pilzes 
verbraucht, was einer Verminderung der Alkalinitdt entspricht (gelbgriine 
Firbung des Nahrbodens). 

Nach 40stiindigem Wachstum ist die geringe Menge des anfinglich vor- 
handenen iiberschiissigen Ammoniaks verbraucht worden ; in dieser Phase fand 
daher ein entsprechend intensiveres Wachstum statt, wobei daran erinnert 
sei, daB das optimale Wachstum fiir Schimmelpilze bei etwa p, 6,0 liegt. 
Die dadurch in Freiheit gesetzte Capronsdure (Gelbfirbung!) hemmt aber 
das Weiterwachstum des Pilzes (Selbstvergiftung durch Capronsiure). 

Nach 62 Stunden finden wir die Prognose durch die stattgehabte 
Stagnation bestitigt. 

Nach weiteren 28 Stunden (90stiindige Etappe) dokumentiert der 
Pilz durch seine stellenweise Neubildung des Mycels und entsprechende 
Ammoniakproduktion aus dem Pepton des Nahrbodens die Uberwindung 
seiner Stagnationsperiode. Die geringen Mengen der dadurch aufs neue 
entstandenen Ammonsalze bzw. Ketone werden durch den Geruch der 
daneben noch freien Capronséure verdeckt. 

2. Nach 24 Stunden liegt keine nennenswerte Pilzvermehrung vor; 
der Nahrboden hat sich dementsprechend in seinem p,-Wert nur wenig 
verindert (griinblau). Ketonbildung ist vorhanden. Diese erklart sich aus 
dem Vorrat an freiem Ammoniak, der dem Pilz eine prdsente Stickstoff- 
quelle darstellt und ihn vor der Fettsiéurevergiftung bewahrt. Diese Ver- 
haltnisse gewaihren dem Pilz weiterhin giinstige Lebensbedingungen fiir 
eine ausgiebige Ketonproduktion. 

Nach 40 Stunden beobachten wir denn auch ein gutes Wachstum unter 
intensiver Ketonbildung. Der Entzug von Ammoniak zur vermehrten 
Bildung des Ketons manifestiert sich in einem weiteren Sinken des p,,-Wertes 
(Griinfarbung). 

Nach 62 Stunden diirften weiterhin keine wesentlichen Mengen von 
Keton mehr gebildet worden sein, was sich in einem Nachlassen des Geruchs 
anzeigt. Die gelbgriine Firbung zeigt noch geringe Mengen von freiem 
Ammoniak an, welcher seinerseits wiederum den Proze8 der Ketonbildung 
weiterdauern l48t. Der p,-Wert bewegt sich zwischen 7,0 bis 7,2. 

Nach 90 Stunden ist ein Ansteigen der Alkalinitdt zu beobachten 
(blaugriine Flecken), was nur auf erneute Bildung von Ammoniak zuriick- 
zufiihren sein diirfte. Dieser kann nunmehr (mangels einer anderen Stick- 
stoffquelle) nur durch Abbau des Peptons im Nahrboden entstanden sein. 
Der Ketongeruch ist verschwunden, was unter den vorhandenen Bedin- 
gungen auf restlose Oxydation der Fettsduren schlieBen laBt. 

3. Der mit einem p,-Wert von etwa 8 eingestellte Versuch li8t im 
wesentlichen denselben Ablauf wie die Versuchsreihe 2 erkennen. 

Durch die anfanglich héhere Alkalinitaét als in der vorigen Versuchsreihe 
ist in der ersten Phase ein etwas gehemmtes Wachstum und damit verbunden 
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eine etwas geringere Ketonbildung bedingt. Die spdteren Phasen der Be 
achtung stimmen mit den entsprechend vorhergehenden der Versuc! 
reihe 2 iiberein. 
Sdmtliche Proben der Versuchsreihen 1, 2, und 3 wurden nach Abbruc! 
des Versuchs mit HCl angesiéuert und ergaben: 
1. Starker Geruch nach Capronsiure 


2. Kein on o 9° 
oe . . 


Darin diirfte die Bestatigung fiir die oben gemachte Annahme liegen, 
daB8 unter den biochemischen Bedingungen, wie solche vornehmlich 
Versuch 2 vorgelegen haben, der oxydative Abbau der Fettsduren iiber « 
Ketonstufe restlos erfolqt. 


Graphische Darstellung des Versuchs 2 (Tabelle VI). 
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Sauer alkalisch i 
Abb. 1. Wie aus Tabelle VI ersichtlich, wurde Versuch 2 mit einem Py Wert von 
etwa 7,8 (griinlichblaue Zone) angesetzt. Die —-—-— senkrechte Linie durch Px 7% 


zeigt also den Reaktionszustand zu Beginn des Versuches an. Nach 24 Stunden tritt 
unter Ketonbildung (+) Verschiebung des Py Wertes auf etwa Pu 7,6 ein (griin- 
blaue Zone). Nach 40 Stunden stehen wir unter intensiver (++) Ketonbildung in der 
Gegend von Pu 74 (griin). Nach 62 Stunden ist der Ketongeruch stark im Abnehmen 
begriffen (Fettsaure beinahe abgebaut!); das Ammoniak ist nahezu aufgebraucht, ent- 
sprechend Py Wert 7,0 bis 7,2. Es beginnt die Phase der Ammoniakproduktion des Pilzes 
aus dem Pepton des Nihrbodens (obere Pfeilrichtung!). Nach 90 Stunden macht sich diese 
bemerkbar durch partielle Blaus und Griinfarbung des Nahrbodens, was einem Py Beret h 
von 7,4 bis 7,8 entspricht (Ketongeruch verschwunden /). 


Versuche mit Buttersdure. 

Sowohl in biochemischer als auch in technischer Hinsicht muBte das 
Problem, aus Buttersiure unter Einwirkung von Schimmelpilzen Aceto: 
zu erhalten, ganz besonders interessieren. 

Meine in dieser Richtung unternommenen Versuche basierten auf den 
im vorangegangenen Abschnitt zusammengefaBten Erfahrungen mit 
Ammoncapron- bzw. caprylat. 

Experimentelles: Wiederum wurden Glucose-Peptonagar-Platten mi! 
einem Buttersiiuregehalt von 0,15 bis 0,2g pro 10cem und bei einem 
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py-Wert von 7,6 bis 8,0 gegossen und mit Penicillium glaucum beimpft. 
Da vorauszusehen war, daB eine Ketonbildung in Anbetracht des im 
Vergleich zu den héheren Ketonen wenig charakteristischen und wenig 
ausgiebigen Acetongeruchs schwerlich geruchlich feststellbar sein werde, 
setzte ich, gleichsam als Gradmesser des Fortganges der Ketonbildung 
und zugleich als Kontrolle iiber Nahrboden, Pilz usw.) jeweils 2 bis 3 Platten 
mit Ammoncaprylat unter gleichen Bedingungen an. 

Resultat: Die mykologischen Verhialtnisse entsprachen denjenigen der 
vorangegangenen Versuche; bei den wenig ammoniakalischen Proben 
Pa 7,2 bis 7,3) trat nach 24 Stunden Gelbfirbung und darauf folgend 
voriibergehende Selbstvergiftung ein. Erst nach einigen Tagen setzten 
sich jeweils einzelne Kolonien vornehmlich am Glasrand der Schalen (Alkali!) 
fest und verbreiteten sich miihsam iiber die Oberfliche. Die stirker 
ammoniakalischen Proben (7,6 bis 8,0) verhielten sich in mykologischer 
Hinsicht identisch mit den entsprechenden Kontrollproben mit Ammon- 
caprylat, doch war ein Acetongeruch nie geruchlich feststellbar. (Uber das 
chemische Verhalten dieser Proben siehe spiiter im Abschnitt iiber den 
qualitativ chemischen Nachweis der Methylketone.) 


Versuche mit Caprinsdure 

zeitigten dieselben Ergebnisse wie Capryl- und Capronséure. Die geringere 
Lislichkeit des Ammoncaprinats macht sich bei Zusatz gréBerer Mengen 
bereits bemerkbar durch Triibung des sonst durchscheinenden Glucose- 
nahrbodens. Um einen allzu groBen Uberschu8 zu vermeiden, setzte ich 
pro 10 cem Glucoseagar 0,04 g Caprinsiure zu und stellte mittels Ammoniak 
einige Platten auf die p,,-Werte von 7,0 bis 7,8 ein. 

Nach 24 bis 40 Stunden war auf allen Platten deutlicher Ketongeruch 
wahrnehmbar. Ebenso verhielt sich ein 


Versuch mit Laurinsdure. 

War es schon mit der freien Sdure méglich, Ketone zu erhalten, so konnte 
der positive Ausfall dieser Versuche keineswegs iiberraschen. Auch hier 
war wiederum nach 24 bis 40 Stunden das Auftreten des Ketongeruchs 
bemerkbar; eine Platte mit vermutlich zu hoher Alkalinitat (py, 8,0 bis 8,4) 
lie8 weder Wachstum noch Ketonbildung aufkommen. Das Wachstum 
war sparlich, auf einigen Platten kolonieartig verteilt, was auf gehemmte 
Entwicklung hinweisen diirfte. 

Versuche mit Myristinsdure. 
Es wurden folgende vier Doppelproben angesetzt: 


Tabelle VII. 





0,02 Ammons 0,02 Ammon- 0,05 Ammons 0,1 Ammon- 
a myristat myristat myristat myristat 

<9. Uh. Py 7,2—7,4 Pu 7,2—7,4 Pu 74—7,6 Pu 74-76 
24.rmr. | W 4 + t+ + 
| G — — nce 5) 
25.11. / W + x t 
| G schg. schg. ? ? 
Ww 4 n he = 
27. 111. | Sp + + = a 
\G schg. schg. — ? 





| 
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Resultat: In mykologischer Hinsicht bietet diese Versuchsreihe wen ig 
Neues; was die geruchlich wahrnehmbare Ketonbildung anbetrifft, 
erlauben die gemachten Beobachtungen noch keinen SchluB. Wahr 
bei den ersten drei Proben der schimmlige Geruch unvermittelt nach 2 Tage: 
eintrat, war bei der letzten Probe ein an Methylundecylketon erinnernid: 
Geruch zu konstatieren, der aber keineswegs iiberzeugend war. 

Ich setzte daher unter mir fiir den Schimmelpilz besonders giinstiz 
scheinenden Bedingungen zur Ketonbildung, die folgende Versuchsrethe «1 
wobei ich von der praktischen Erfahrung ausging, daB die Bierwiirze ein 
fiir Hefe und Schimmelpilze ausgezeichnetes Naihrmittel darstellt. 

Fiinf groBe Petrischalen wurden mit einem Niahrboden, dem zu der 
bisher verwendeten Glucose-Peptonkombination zur Hialfte Bierwiirz 
und 0,2 g Myristinséure zugesetzt waren, begossen. Reaktion py, 7,2 bis 7,8 

Gleichzeitig als Parallelversuch wurde unter den bisherigen Bedingungen 
eine Versuchsreihe von Platten mit je 0,2g Myristinséiure angesetzt 
Reaktion py 7,2 bis 7,8. 

Beimpft wurden die Platten durch eine 6 Tage alte Kultur von Peni 
cillium IT (s. 8S. 385). 

Resuliat: Nach 24 Stunden konnte auf drei Platten Glucose-Peptonaga: 
und auf zwei Platten Bierwiirzeagar deutlich der Geruch nach Methyl 
undecylketon wahrgenommen werden. Ein Schimmelpilzwachstum wa: 
nur spurenweise zu konstatieren. 

Nach weiteren 24 Stunden war deutliche Vermehrung von Wachstum 
und Ketongeruch eingetreten. Uberdies zeigte eine weitere Bierwiirzeagar 
platte dieselben Erscheinungen. 

Es schien mir angezeigt, das geruchlich wahrnehmbare Keton auch auf 
chemischem Wege nachzuweisen zu versuchen, weshalb ich die Ketonproben 
dieses Versuchs zu der weiter unten angefiihrten chemischen Untersuchung 
verwendete. Das Resultat derselben fiel leider negativ aus; ebenso zeitigten 
eine GroBzahl friiherer Versuche mit Myristinsiure fast durchweg zweife!- 
hafte Resultate. 


Wenn mir auch der Nachweis des Methylundecylketons in den 
technischen Kokosdldestillaten nicht gelang (s. 8. 376), so berichten 


‘ andererseits Haller und Lassieur von einer auch nur sehr geringen 


Ausbeute. Diese Tatsachen sowohl, als auch die bisher gefundenen 
Resultate mit Myristinsiiure scheinen in ihrer Gesamtheit fir eine 
Hemmung biologischer Natur in bezug auf Ketonabbau der Fettséiuren 
zu sprechen. Vor allem diirften hier die Léslichkeitsverhdltnisse det 
Ammonseifen eine wesentliche Rolle spielen. In einer Arbeit tiber 
den ,,Abbau der Fettsiuren“ berichtet Spieckermann') unter anderem 
daB die Léslichkeit der Seifen mit steigendem Molekulargewicht ab- 
nimmt, und gibt fiir Natriummyristat eine etwa zehnmal kleinere Léslich- 
keit in n/30 Natronlauge als Natriumlaurat an. DaB die Verhiiltnisse 
fiir die Ammonseifen ahnlich liegen, zeigen die meinerseits mit Caprin- 
siiure schon beobachteten Ausscheidungen der Seife (s. oben). AuBer- 
dem dirfte fiir die geringe Ketonbildung zweifellos noch ein fir den 


1) Spieckermann, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 27, 83. 
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oxydativen Abbau der Myristinsiture mehr oder weniger spezifisches 
Ndhrmilieu verantwortlich gemacht werden. 

Leider war es mir nicht méglich, meine Untersuchungen auch in 
dieser Richtung weiter auszudehnen. 


Versuche mit Palmitin- und Stearinsdure 
schienen mir auf Grund der eben angefiihrten Tatsachen wenig erfolgreich. 
Die im ersten Hauptversuch (Tabelle IV) und einigen nachfolgenden Paralle!- 
versuchen angesetzten Palmitin- und Stearinséiureproben verhielten sich 
denn auch indifferent und zeigten nach 2 bis 3 Tagen nur den bekannten 
Schimmelgeruch. Ich unterzog diese beiden Séuren daher keinem weiteren 
Studium. 


8. Der qualitativ chemische Nachweis der durch Penicillium glaucum 
gebildeten Methylketone. 


Experimentelles: 15 bis 20 Petrischalen wurden mit je 10 cem nach- 
folgender Mischung begossen: 10 ccm Glucose-Peptonagar, 3 bis 4 Tropfen 
Fettsiure (,,Kahlbaum*), 5 Tropfen alkoholischer Bromthymolblaulésung 
(0,04proz.) mit Ammoniak auf die p,-Werte 7,6 bis 8,0 eingestellt. 

Die Beimpfung erfolgte so, daB mittels ausgegliihter Platinése einer auf 
Maltoseagar geziichteten (etwa 5 Tage alten) Reinkultur von Penicillium 
glaucum Sporen-Hyphenmaterial entnommen und auf die zu beimpfenden 
Platten iibertragen wurde. Unter Zufiigen von 3 bis 5 Tropfen sterilen 
Wassers pro Platte wurde das Impfmaterial mittels eines rechtwinklig 
abgebogenen Glasstabes (Spatel nach Drigalsky) auf der Agaroberfliche 
verstrichen. 

Die Bebriitungstemperatur entsprach dem Optimum fiir Schimmel- 
pilze (22°). 

Abdestillieren der Ketone. Die zur Aufarbeitung bestimmten Proben 
wurden in einen Rundkolben entleert und mit Wasserdampf abgeblasen. 
Fiir leichtfliichtige Ketone (Aceton, Methylpropyl- und -butylketon) 
geniigen zur restlosen Gewinnung einige Kubikzentimeter Destillat. 

Die Identifizierung des im Destillat enthaltenen Ketons geschieht 
entweder: 

a) Fiir héhere Ketone (Methylamylketon, Methylhexylketon, Methy!- 
heptylketon, Methylnonylketon, Methylundecylketon) durch Ausithern 
des Wasserdampfdestillats, Trocknen des Athers mit wasserfreiem Na-Sulfat, 
Abdestillieren des Athers und Nachweis des Ketons als Semicarbazon. [Misch- 
probe") mit synthetischen Semicarbazonen!]. Dies geschieht durch Zusatz 
von konzentrierter wisserig-alkoholischer Kaliumacetat-Semicarbazid-H C1- 
Lésung; nach einigen Stunden Stehenlassens wird mit Wasser verdiinnt, 
Niederschlag abgenutscht, mit wenig Wasser ausgewaschen und aus Alkohol 
oder Essigester umkristallisiert. 

b) Fiir niedere, dther- und wasserlésliche Ketone (Aceton, Methylithy]- 
keton, Methylpropylketon, Methylbutylketon) durch Versetzen des mit 
HC! neutralisierten Wasserdampfdestillats mit einer konzentrierten, wasse- 


1) Die geringen Mengen der erhaltenen Derivate erlaubten mir leider 
nicht, dieselben durch Elementaranalyse zu identifizieren. Ich benutzte 
daher Mischproben mit entsprechenden Derivaten der erwarteten Ketone. 
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rigen, frisch bereiteten Lésung von p-Nitrophenylhydrazin-HCl. Nach etwa 
5 bis 10 Minuten wird das gebildete p-Nitrophenylhydrazon abfiltriert wn 
aus Ligroin (+ Spur Benzol) umkristallisiert'). (Mischprobe mit bekannten 
Phenylhydrazonen!) 


1. Buttersdure —» Aceton. 

Mit einem Versuchsmaterial von 18 Platten & 10 ccm Nahrsubstr 
+ je 0,2g Buttersiure wurde der Ketonnachweis durchgefiihrt. 

Das Reaktionsprodukt mit p-Nitrophenylhydrazin erzeugte eine leicht: 
Opaleszenz. Ein blinder Versuch (1 Tropfen Aceton auf 1 Liter Wasser 
zeitigte einen gelben, flockig kristallinen Niederschlag von Aceton-p-Nitro- 
phenylhydrazon. 

Der Nachweis des aus der Buttersiure zu erwartenden Acetons is 


demnach negativ ausgefallen. 

So unerklarlich anfangs dieses Resultat auch scheinen muB, so 
verstandlich diirfte es unter Beriicksichtigung der fiir den Schimme!- 
pilz bestehenden Lebenseigentiimlichkeiten werden. Es ist nicht von 
der Hand zu weisen, daB Aceton in statu nascendi weiter oxydiert wird 
zu Essigsiure, CO, und H,O, wodurch es einem Nachweis entgeht 
Angenommen, das Aceton entsteht wirklich, so diirfen wir auch seine 
spezifische Giftigkeit®) gegen lebendes EiweiB nicht auBer acht lassen; 
insbesondere, wo dessen Bildung intrazellular erfolgen und somit jegliche 
Acetonbildung einer Zellvermehrung Einhalt gebieten miBte. 

Bedeutungsvoller erscheint mir dagegen der Umstand zu sein, 
daB die gegebenen Lebensbedingungen des Schimmelpilzes den zur 
Ketonbildung nétigen energetischen Anforderungen nicht geniigen. 
Ich glaube daher, daB es nicht ausgeschlossen ist, daB das Penicillium 
glaucum in einem hierzu spezifisch zusammengesetzten Nahrsubstrat 
die ketonbildende Fahigkeit auch Buttersiiure gegeniiber 4uBern wird. 


2. Capronsdure —> Methyl-n-propylketon. 

Versuchsbedingungen: Dieselben wie bei Butterséure. 

Nachweis: Das Destillat wurde neutralisiert, mit einer frisch bereiteten, 
filtrierten Lésung von etwa 0,5 g p-Nitrophenylhydrazin-Hydrochlorid in 
wenig destilliertem Wasser versetzt, nach etwa 5 Minuten der unter Schiitteln 
ausgeflockte Niederschlag abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen und auf 
Tonplatte getrocknet. 

Umkristallisiert aus Ligroin (unter Zusatz von einigen Tropfen Benzol), 
resultieren goldgelbe Nadeln oder Blattchen (je nach Lésungsmittel und 
Abkiihlungsgeschwindigkeit) vom Fpt. 114 bis 115°. 


1) Es sei an dieser Stelle auf die groBe Zersetzlichkeit der p-Nitropheny/ 
hydrazone an der Luft aufmerksam gemacht. Aceton- und Methylathy! 
ketonderivate lassen sich gut, nicht dagegen lassen sich Methylpropy! 
und die folgenden Ketonderivate aufbewahren. Die Zersetzlichkeit steig' 
mit dem Molekulargewicht und tritt z. B. fiir Methylnonylketon nac! 
wenigen Stunden schon Zersetzung ein. 

*) Diese ist etwa der des Athylalkohols gleichzusetzen. 
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Mischprobe mit p-Nitrophenylhydrazin-hydrochlorid eines synthetischen 
Methyl-n-propylketons vom Fpt. 114 bis 116° ergab Fpt. des Gemisches 
Fpt. 114 bis 115°. 

Das Keton erwies sich somit als Methyl-n-propylketon. 


3. Caprylsdure—> Methyl-n-amylketon. 


Die Versuchsanordnung war dieselbe wie beim vorangegangenen Versuch 
mit Capronséure; es wurden 20 Platten aufgearbeitet. 

Der Nachweis erfolgte als Semicarbazon. 
Fpt. des erhaltenen Semicarbazons (1 xX Alkohol). . . . . 120 bis 122° 
Fpt. eines synthetischen Methylamylketon-Semicarbazon 


(Lit. 123°) . ‘ ——. 123° 
Fpt. des Gemisches .. . , 120 122° 

Das Keton erweist sich ‘event als Methyl- n-amylheton. 

4. Caprinsdure —> Methylheptylketon. 

Es wurden 15 Platten &10cem aufgearbeitet. 

Der Nachweis geschah als Semicarbazon. 
a des erhaltenen Semicarbazons (1 x Alkohol). .. . 117 bis 118° 
Fpt. des Semicarbazons des Methylheptylketons aus Kokosfett- 

destillation isoliert (Lit. 119 bis 120®) ........ 119 ,, 120° 
Fpt. des Gemisches . . - is , ie 


Das Keton erweist sich ‘somit als Methylheptylketon. 


5. Laurinsdure —> Methylnonylketon. 


Versuchsanordnung: Eine Emulsion von 10g Trilaurin, 15 g Gelatine, 
120g Wasser wird mit einem gréBeren Quantum Bimssteinstiickchen 
gemischt, in einen Rundkolben (2 Liter) gebracht und mit einer Sporen- 
aufsehwemmung von Penicillium glaucum beimpft. 

Das Wachstum war ungleichmaBig, sporenreich, fiir eine groBe Keton- 
ausbeute ungiinstig. 

Aufarbeitung und Nachweis'): Nach 12 Tagen wurde die (neben Keton) 
stark schimmlig riechende Mischung in demselben Kolben mit Wasserdampf 
abgeblasen, das Destillat ausgeiithert und das Keton analog wie Methyl- 
heptylketon als Semicarbazon isoliert. 

Es resultierten einige Kristalle, aus Alkohol umbkristallisiert, vom 
Fpt. 120 bis 123°. 

Fpt. des Semicarbazons des Methylnonylketons aus Kokos- 

ES OS, i rs | 
Fpt. des Gemisches .. . . . « 120 bis 128° 

Das Keton erweist sich ‘somit als Meth ylnon ylketon. 


6. Myristinsdure —> Methylundecylketon. 
Es wurden die ketonpositiven Platten des Versuchs mit Myristinsiéure 
(s. 8S. 398) verwendet. Die Nahrbéden wurden in Rundkolben mit iiber- 
hitztem Wasserdampf (etwa 200°) abgeblasen; das wasserhelle Destillat 





1) Der hier beschriebene war der erste, qualitativ-chemisch unternommene 
Versuch, weshalb hier ausnahmsweise gewéhnliche Gelatine als Nahrboden 
(analog Vorversuchen) verwendet wurde. Die Bimssteinstiicke sollten dazu 
dienen, dem Gemisch eine der geraspelten Kokosnu8 méglichst ahnliche 
Konstitution zu geben. 

Biochemische Zeitschrift Band 151. 26 
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zeigte wohl einen schwachen Ketongeruch, aber keine Ausscheidung 
der Oberflache. Nach langerem Stehen schied sich ein flockiger Niederschlag 
von Ammonmyristat aus, das sich als Natriumsalz mit NaCl vollstandig 
aussalzen und abfiltrieren lieB. 

Der Atherauszug des Wasserdampfdestillats hinterlie® keinen Riickstand 
Es gelang somit nicht, die Anwesenheit von Methylundecylketon unter den 
vorliegenden Bedingungen chemisch zu beweisen. 


4. Das chemische Verhalten von Penicillium glaucum auf Ammonsalzen 
von Fettsiuren mit unpaarer C-Atomzahl. 

Als solche wahlite ich zu meinen Untersuchungen') n-Valeriansdure, 
CsHyO,, Onanthsdure, C}]H,O,, Pelargonsdure, CyHy, 0. 

Bekanntlich sind unter den natiirlich vorkommenden Triglyceriden 
fast ausschlieBlich die Fettsiuren mit paarer Kohlenstoffatomzah| 
vertreten. Diese wurden daher aus praktischen Griinden in erste: 
Linie dem naheren Studium unterzogen. 

Besonderer Beachtung wert schienen mir nun aber die in der 
Natur nur sehr selten vorkommenden Zwischenglieder der bis dahin 
untersuchten Sauren zu sein. 


a) Versuch mit n-Valeriansdure. 

Nach den ketonpositiven Resultaten der naichsthéheren Capron- und 
den negativen der nichsttieferen Buttersiure bot die Valeriansiure ganz 
besonderes Interesse. 

Um die angesetzten Proben sogleich der chemischen Analyse unter 
ziehen zu kénnen, wurden dieselben Versuchsanordnungen getroffen wie 
bei den vorangehenden qualitativen Versuchen mit Capron- und Buttersiiure. 

Resultate: Auch hier zeigte sich wiederum mykologisch kein Abweichen 
von den bisher gefundenen Tatsachen. Ketongeruch war, analog den Butter- 
siureproben, nie wahrnehmbar. 

Zur Analyse wurden nach zweitigiger Bebriitung alle angesetzten 
Platten (16 Stiick) mach vorheriger Alkalisierung der Wasserdampf- 
destillation unterzogen und das nach leicht geréstetem Zucker (Glucose 
—» Caramelisierung!) und NH, riechende Wasserdampfdestillat nach 
Neutralisierung mit HCl mit frisch bereiteter filtrierter p-Nitropheny|- 
hydrazin-HCl-Lésung versetzt. 

Der sich sonst nach 5 bis 10 Minuten bildende Niederschlag des 
Hydrazons blieh aus. Wiederholungen des Versuchs zeitigten dieselben 
Resultate. 

Der Nachweis des zu erwartenden Methyldthylketons fiel negativ aus. 

Entsprechend der ahnlichen Konstitution dieses Ketons mit dem Aceton. 
diirften ahnliche Verhialtnisse wie ‘bei der Butterséure (s. 8. 396 und 400 





vorliegen. 
b) Versuch mit Onanthsdure. 


Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei Valeriansiure. 
Nachweis des Ketons: Die verwendeten 16 Platten wurden mit Wasser 
dampf abgeblasen, und das Destillat wurde wiederum mit p-Nitropheny|- 





1) Undecansdure war mir leider nicht zugianglich, doch diirfte deren 
Verhalten durch die benachbarten Siéuren (Caprin- und Laurinsiure) be : 


stimmt sein. 
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drazin-HCl-Lésung versetzt. Der ziemlich starke, gelbe Niederschlag 
wird nach 5 Minuten abgenutscht, ausgewaschen, bis H,O farblos abflieBt, 
getrocknet und aus Ligroin (+ Spur Benzol) umkristallisiert. 


Es resultieren goldgelbe Blattchen vom Fpt........ 86 bis 88° 
Fpt. des synthetischen Methyl-n-butylketon-p- operant 

i +" 36.0 + 6%. © 6 * * « ae . st ae ee 
Mischprobe ..... a. es 


Das Keton erweist sic h pore als Methyl n- ailihioe. 


c) Versuch mit Pelargonsdure. 

Versuchsanordnung: Es wurden 20 Platten &10ccm Nahrsubstrat 
mit je 3 bis 4 Tropfen Pelargonsiure + Ammoniak auf p, 7,6 bis 7,8 ein- 
gestellt. 

Nachweis des Ketons: Das Wasserdampfdestillat wurde mit Ather 
ausgezogen und der Riickstand mit Semicarbazidlésung versetzt. 


Fpt. des erhaltenen Semicarbazons . . - - « - 119 bis 120° 
Fpt. des Semicarbazons eines synthetischen "Methylhe xyl- 

ketons (Lit. 121 bis 121,59). ........2.... 190, 121° 
Fpt. der Mischprobe .. . os . a» 
Fpt. der Mischprobe mit Semicarbazo m des Methy Ihepty Ike stons 

vom Fpt. 119 bis 120° ..... ee, lhe 


Das Keton erweist sich somit als Methythenylbeton. 


5. Das chemische Verhalten von Penicillium glaucum in fliissigen Nihrbéden 
unter Zusatz von fettsauren Ammonsalzen. 

Verwenden wir an Stelle der Fettsiiuren oder der Triglyceride, 
welche nur als Emulsionen dem Nahrboden zugesetzt werden kénnen, 
die wasserléslichen Ammonsalze der Fettsiiuren, so sind wir in der Lage, 
in fliissiyen Ndahrmilieus zu arbeiten. 

Ich setzte daher eine Reihe von Versuchen mit Ammoncaprylat 
in verschiedenen Ndahrlésungen an; unter diesen erweisen sich besonders 
folgende als geeignet: 


1. Bierwiirze. 2. Ndhrlésung I: 3. Ndhrlésung II: 
1000 Wasser, 1000 Wasser, 
10 Glycerin, 10 Glucose, 
5 NaCl, 4 Glykokoll, 
1 Na,HPO,, 10 Na,HPO,, 
0,2 MgS0O,, 0,02 MgSQ,. 


4,5 Glykokoll. 


Ammoncaprylat in fliissigem Ndhrmilieu. 


Versuchsanordnung: In vier Erlenmeyer-Kolben & 150ccem werden je 
50cem der Nahrlésung I (N. L. 1) gebracht und die entsprechende Menge 
Ammoncaprylat eingewogen, mit Ammoniak auf den py -Wert von etwa 8,0 
eingestellt und im Autoklaven bei 108° wihrend 10 Minuten sterilisiert. 
Hierauf werden die Nahrlésungen mit reichlich Sporen-Hyphenmaterial 
beimpft und bei 22° bebriitet. 

Die Resultate sind in Tabelle VIII zusammengestellt. 


& 
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Tabelle VIII. 





Angesetzt 50 Nahriésung | 50 Nahridésung | 50 Nahridsung I 50 Nabriésung 
8. IV. 0,05 NHyCaprylat 0,1 NHyCaprylat | 0.2 NHgCaprylat 0,5 NHyCaprylar 
12h F blau F blau F blau F biau 
aw. (¥) ¢ £ : = 
h . T T —_ 
9 F blau blau blau blau 
10. 1v.| = 
5h “ ea ie ee ‘eae a 
15 | F griinlich-blau = griinlich-blau | griinlich-blau blau 
11. IV. | ¥ * ' _ 
jh - 7 a os 
10 | F griin gelbgriin griin blau 
[s J 
18.IV.; G —') —) —) $+ 
F griinblau 


1) Nach Auséthern der drei nicht mehr weiter beobachteten Proben 


9° 


blieb farbloser Riickstand, dessen Semicarbazon vom Fpt. 122 bis 123 
wiederum bewies, daB Methylamylketon vorlag (Mischprobe). 


Analoge Versuche mit Capronsdure verliefen mit demselben Re- 
sultat. Bei Caprin- und Laurinsiure muBte der Séurezusatz infolge 
der geringeren Léslichkeit der Ammonsalze auf 0,05 bis 0,1 g herab- 
gesetzt werden. Zu konzentrierte Seifenlésungen dieser Saéuren zeigen 
seidenartigen Glanz und sind fir das Wachstum des Pilzes hinderlich 
mit anderen Worten: die Ausbeute der Ketone laBt sich nicht durch 
Erhéhung der Ammonseifenkonzentration erzwingen. 

Diese Methode der Verwendung fliissiger an Stelle fester Nahr- 
béden gestattet eine einfachere Aufarbeitung der Ketone, indem diese 
durch Ausschiitteln mit Ather in reiner Form gewonnen werden kénnen 

Folgender Versuch bestatigt das Gesagte: 

8 Kélbchen mit 50cem N.L.I + je 0,2g Ammoncaprylat wurden 
mit Penicillium II beimpft und nach 2 Tagen mit Ather ausgezogen. (Alk 
Kélbchen zeigten zuvor intensiven Ketongeruch.) Nach Abjagen des mit 
Na-Sulfat getrockneten Athers verblieben etwa 2 bis 3 Tropfen des Ketons 
im Kolben zuriick. Das Semicarbazon desselben gab nach Auswaschen 
mit Wasser und nach Trocknen und Auswaschen mit Petrolather einen F pt 
von 119 bis 122°; seine Mischprobe mit Methylamylketon-Semicarbazon 
ergab den Fpt. 120 bis 122°, wodurch die Identitaét der beiden Kérper er- 
wiesen war. 


Bevor ich meine Erfahrungen iiber den oxydativen Ketonabbau 
der Triglyceride hier anfiihre, sei es mir gestattet, an dieser Stelle di 
aus den vorangegangenen Kapiteln tiber Ammonsalze resultierenden 
Tatsachen kurz zusammenzufassen und deren Konsequenzen betreffer! 
die Anschauungen iiber die Bedeutung des Ammoniaks und der Ammon. 
salze, der freien Fettstéiuren und deren Konzentrationsverhdlinisse im 
Stoffwechsel des Schimmelpilzes zu diskutieren. 
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Ich fand, daB die Ammonsalze der Fettsiituren unter geeigneten 
Bedingungen restlos in den Stoffwechsel einbezogen werden kénnen. 
Unter anderen Bedingungen erfolgte die Resorption nur teilweise, wenn 
infolge Selbstvergiftung durch freiwerdende Fettsiuren ein Weiter- 
wachstum unterbunden wurde. 

Ahnliche Erscheinungen beschreiben Nikitinsky') und Czapek*). 
Ersterer fand, daB bei Darbietung von Ammonsalzen das allmahliche 
Sauerwerden der Nahrlésung deren Ausnutzbarkeit eine Grenze setzt, und 
daB es geniigt, nach erfolgter Ernte die Saéure zu neutralisieren, worauf 
erneutes Wachstum auftritt. Je giftiger die entsprechende Saure ist, um so 
niedriger fallt die Ernte aus, die man mit ihrem Ammonsalz erreichen kann. 
In Versuchen an Aspergillus niger zeigte Butkewitsch*), ,,daB die Intensitit 
der Pilzentwicklung der Menge des verbrauchten Ammoniums proportional 
und diese wiederum umgekehrt proportional der Starke der Affinitaét der 
Siure zum Ammonium ist“. 

Wenn wir uns daran erinnern, daB Ammonium bzw. die Ammon- 
salze eine elektive Stickstoffquelle fir Schimmelpilze darstellen, so weisen 
die eben erérterten Tatsachen insgesamt dahin, daB eine Selbstvergiftung 
vorwiegend dann eintreten muB, wenn der Pilz gezwungen ist, das 
Sdureammoniak als Stickstoffquelle zu benutzen. 

Dieser Sachverhalt diirfte in den oben zitierten Versuchen von 
Nikitinsky, sowie in den in Tabellen V und VI meiner Arbeit zusammen- 
gestellten Versuchsresultaten bestanden haben. Um die Selbstver- 
giftung beheben zu kénnen, setzte ich spiterhin den Nahrmilieux, 
im Gegensatz zu Nikitinsky, gleich von Anfang an Ammoniak im 
UberschuB zu, in der Erwartung, durch die gebotene elektive Stickstoff- 
quelle es dem Pilz zu erméglichen, gleichsam unter dem Schutze des 
Ammoniaks die (giftige!) Fettsiure zu resorbieren. 

Da8B mir dies gelang, wihrend Czapek (l.c.) dieselben Versuche 
mit negativen Resultaten abschlieBen muBte, bestitigen alle meine 
spiteren Versuche mit Ammonsalzen, wobei ich im besonderen auf 
die graphische Darstellung auf 8. 396 hinweise, welche in priignanter 
Form den erérterten Fragenkomplex veranschaulichen diirfte. 


6. Das chemische Verhalten von Penicillium glaucum auf Nahrbéden unter 
Zusatz von reinen Triglyceriden. 


Um gleichsam den dritten Versuch [Abbau der Triglyceride in der 
Kokosnu8 (s. 8. 382)] in seine Komponenten zu zerlegen, unternahm ich 
es, dem Pilz die Triglyceride in reiner Form (nicht als Fettgemische) vor- 
zusetzen. Die Resultate stimmen, wie Tabelle [IX zeigt, nahezu mit den 
Versuchsergebnissen der Ammonseifen iiberein. 





1) Nikitinsky, Jahrb. d. wiss. Bot. 40, 1. 

*) Czapek, Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 538, 1902; 
2, 547; 8, 47, 1903. 

%) Butkewitsch, Zeitschr. f. wiss. Bot. 88, 147, 1903. 
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Tabelle 1X. 
Butyrin, Caproin und Caprylin auf schwach N H,-alkalischen Nahrbécd 
Angeestst Butyrin Caproin Caprylin 
31. Ul. - - 7 ~ 5 —- 
Pu‘ Pu * Pu *° Pu‘ Pa *? Pu‘ 
Ww + + — -— ++ +- 
2.IV. +  Butters.! | Butters.! oo —_ 4-4 
F gelb gelb griingelb| griin gelb griin u. ge 
Ww ++ t+ + + ++ 
s.1v.) 8]. — ae Se ae : 
‘’"*) G | Butters.! | Butters.! ? schg. schg. 
i gelb gelb gelb grin §blaugriin’ blaugriin 
gehemmt + 
Sp . , — — : , 
4.IV. nN nN Binks ° nN nN 
ly r gelb | gelbgriin 
l gehemmt gehemmt 
6.1v.) SP) an nN bd + nN nN 
F gelb gelb 


Auch hier scheint ein, wenn auch geringerer, AmmoniakiiberschuB vor- 
teilhaft zu sein. Auffallend ist vor allem das Verhalten der neutralen Caprylin 
probe. Man ist geneigt, anzunehmen, daB das kriiftige Mycel durch energischen 
Proteinabbau den Ammoniakmangel ersetzt hat, wodurch die Folgen der 
Lipasewirkung in unschidlichen Grenzen gehalten werden konnten. 

Sodann nimmt die schwach ammoniakalische Caproinprobe eine Sonder 
stellung ein, deren Ursache mir unklar blieb. 

Von Butyrin gilt das unter Buttersiure Gesagte (s. oben); immerhin 
besteht die Méglichkeit einer Acetonbildung auch hier (s. 8. 400). 


Tabelle X. 


Caprin, Laurin, Myristin und Olein auf schwach N H,-alkalischen Nahrbéden. 











Aapuet | Tricaprin Trilaurin Trimyristin Triolein 
Til. griinbleu ') grun grun grun 
+ + . . 
2. IV { 8p + (Kol.) + rs _ 
: G ++ ++ schg. sauerlich 
F nN nN nN griin 
w a t+ ++ TT 
3. IV. | Sp + a a + 2s 
; LS soy cee schg. siiB -siiuerlich 
F gelbgriin gelbgriin blaulich-griin gelbgriin 
Ww + + + + 
4. IV. } Sp + + ++ ++ 
| G + (schg.) + (schg.) schg. siuerlich ranz 
F gelbgriin gelbgriin blaulich-griin gelbgriin 
W | (Stillstand) - (Stillstand) + 
s.1v. 5p ++ ++ + 
)@ k(sche) | + (ache) schg. nN 
F gelbgriin griin blaugriin griin 
1) Bromthymolblau als Indikator. 
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Die Resultate der Tabellen LX und X lassen sich kurz dahin zusammen- 
fassen, daB Tricaprin und Trilaurin Ketonbildung erméglichen, Trimyristin 
keine wahrnehmbare Ketonbildung und Triolein einen sii®-siiuerlichen, 
ranzigen Geruch (Olsiureoxydation?) zeigten. 


Das Verhalten von Penicillium glaucum auf Gelatinenihrbéden unter 
Zusatz verschiedener Fette und Ole. 


Der Gedanke war naheliegend, auf Grund der gefundenen Resultate 
nach praktischen Anwendungsméglichkeiten derselben zu suchen. 

Gelingt es, nach den Tabellen IX und X, aus reinen Triglyceriden 
zum Teil die entsprechenden Ketone zu erhalten, so erscheint es nicht 
uninteressant, das Verhalten einiger Glyceridmischungen in Form ver- 
schiedener Fette und Ole nach dieser Richtung zu untersuchen. 

Es sei mir gestattet, eine tabellarische Zusammenstellung tiber 
die Zusammensetzung der zur Verwendung gelangenden Fette und Ole 
vorauszuschicken. Die hierzu nétigen Daten entnahm ich dem Werke: 
Hefter, Technologie der Fette und Ole 2, 1908, wo auch die niheren 
Literaturangaben zu finden sind. 

Tabelle XI. 


Zusammensetzung der verwendeten Fette und Ole. 





Cy | Co} Cy | Cw | Ce! Cy!) Cre) Cys | Cy) Ol | Lin. Rhiz.) Div. 


1. Kakaobutter . | felts | Fite] 
2. Sesamél . . . +\+ i+] + 

3. Mohndél + | + 1+ | + 

4. Cottoné]. .. | gar: 

5. Olivenédl . . . + + | ie 

6. Palmél ... fe | te | et 

7. Mandelél .. Fur: 

8. Rhizinél. . . + » 1 & 
9. Sojabohnendl. + i+ + 

10. Arachinél . . Til ti? + 
ll. Schweinefett . sr" + eS i 

12. Lorbeerél . . ae i 

13. Palmkernél . +it itl +e) +] +] + £ 

14. Kokosél . . . | titi +) se] +] +] + + 

15. Kuhbutter *) . tele i tl te] + 4. | 4 | + + 


1) Nach Frog und Schmidt-Nielsen, diese Zeitschr. 127, 168, 1922. 


In einem ersten Versuche setzte ich folgende Fett-H,O-Gelatine- 
mischungen an (Tabelle XIT)*): 


*) Uber Herstellung homogener Mischungen s. 8. 380. 
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Tabelle X11. 








50 Kokos» SOArachis- | 50Schweine. 60 Emmentaler Kase 70 Butter 
Angesetzt fett fett(gebart.) fett 40 H,O 25 H,O 
20. X 40 H,O 40 11,0 40 H,O 0 Gelatine 5 Gelatine 
10 Gelatine 10 Gelatine 10 Gelatine a h a t 
s + + + t + - 
2x1Lf7 | — a t _ — 
i Me “> schg. schg. + + + t 
F?) — — gelb — — — 
(5 + + -4 £. af, 4 t 
2 P| = + ++ + — 
23. XI. + schg achg NH? NH? ? 
F gelblich gelb gelb ? ? gelblich 
7 t + ++ TT + 
27. XI. [Sp . TT Ty he ++ T 
4 schg schg schg u. N H® ? 
F gelb gelb gelb gelb ? gelb gelb 


1) Mikroskopisch sichtbar. 
2) Fairbung des Nahrbodens durch Pilzwachstum; kein Indikator! 


Ein zweiter, auf gréBerer Basis angelegter Versuch wird durch 
Tabelle XIIIa, b wiedergegeben. 


Tabelle XIIIa. Nahrboden: 45 Fett, 45 Wasser, 10 bis 15 Gelatine. 





a 2 3 - 2 21-6 7 . 
Angesetzt _ — —_ 
* ae Kakao- | sesamél | Mohnél| Cottondl | Olivendl | Palmél | Mandelé!  Ricinusé! 

Ww = Sa — Kol. ao — +t 4. 
. Sp —_— — — ame on ome ant as 

7.XII. \¢ a di a: ss") kisig ae — 
F | gelblich | gelblich — — a —_ aa “ss 

+ fp + ef re 4 


schg. | schg. schg. ss kasig 


(: Sb - 
10. XII. Sp + | t+] — + ++ | £ 
F gelblich gelb § gelb | gelb — — 











Ww + + + + + + + 
Sp) ++ ofp of one + ehuaky 4 4-4. + 
13.X11.; G | schg. EG*)| EG EG EG ss EG EG 
FF gelb-~ geib | gelb | gelb --- gelb gelb 
Vv’), — + + + + —_ + - 
Ww ? ? ? + 
Sp ++ ++ woe nN +-- nN ++ 
10.1, Gh — ss ss ss schg. | schg. schg. 
F gelb*) gelb*)| gelb*) _- — gelb 
¥ + + + + _— + + 
') ss = siiB-siuerlich. 


2) EG = ErdnuBgeruch. 

3) V. = Verfliissigung des Nihrbodens. 

4) = Neben Gelbfairbung des Niahrbodens Auftreten schwarz 
Flecken auf der Oberfliche. 
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Tabelle XIITb. 





9 10 11 12 13 14 
Angesetzt 
5. XI Sojabohnendl Arachiné6l Lorbeerél Palmkernél Kokosdél Butter 
Ww =o : _ + t — 
wnt: | sa - i = me 
| F _- _- — gelb — — 
Ww + +> iad ~ + C 
, { Sp + ++ — — — — 
10. X11. | G SS schg.! + +t = cr 
k ? gelb — gelb — sine 
WwW - + - a : - 
ay Sp + +4 on kL 4 ae 
pti as EG + + + + 
F ? gelb _ gelb gelb gelb 
Ww “+ ? + + as 
10.1 | Sp ++ ++ + + + = 
vas | } ss! schg ! =o + + : 
F ? gelb 1) gelb gelb a 


Resultate der Versuche Tabelle XII und XIIla, b. 

Abgesehen vom biologischen Verlauf der beiden Versuche, ergaben 
sich in chemischer Hinsicht folgende Beobachtungen: 

Keine Ketonbildung zeigten: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10. 

Schwache Ketonbildung zeigten: Kase und Butter (erster Versuch). 

Deutliche Ketonbildung zeigten: 11, 12, 13 und Butter (zweiter Versuch). 

Die stark 6l- (oder linol-) sdurehaltigen keton-negativen Proben wiesen 
nach einigen Tagen durchweg einen sduerlich-siiBen (ranzigen) Geruch auf, 
der spaterhin in den typischen ,,ErdnuB8geruch* umschlug. Mit dem Auftreten 
von Sporen vermischte sich derselbe (wie iibrigens bei allen Proben) mit 
emem anwidernd schimmligen Modergeruch. 

Das sparliche Auftreten des Ketongeruchs bei den Kdse- und Butter- 
proben (erster Versuch) ist vor allem zuriickfiihrbar auf den geringen Gehalt 
derselben an niederen Fettsiuren (exklusive Butterséure, s. Tabelle X). 
Bedenkt man iiberdies, daB die fettspaltenden Eigenschaften des Schimmel- 
pilzes sich fiir alle Glyceride in ungefihr gleichem MaBe geltend machen *), 
daB also die Fettséuren in dem Verhiltnis in Freiheit gesetzt werden, wie sie 
prozentual als Glyceride vorhanden sind, und da8 dieser Abbau in unserem 
Falle nur an der Oberflache stattfindet (so daB also nur ein Teil der Butter 
abgebaut wird), so l4Bt sich die schwache Ketonbildung leicht erkliren. 

Der praktischen Bedeutung dieser Versuche seien im Anhang einige 
Worte gewidmet. 

Von den positiv verlaufenen Proben (11, 12, 13 und Butter) bot 
erstere, das Lorbeerfett, einiges Interesse. DaS8 Palmkernél mit seiner 
nahezu kokosgleichen Zusammensetzung keine Ausnahme machen werde, 
war zu erwarten; nicht so sicher schienen die Verhiltnisse beim Lorbeerfett 
zu liegen, enthalt es doch neben Trilaurin (80 Proz.) und Trimyristin (etwa 


1) Siehe Anmerkung *) auf vorig. Seite. 
*) Thum, Zeitschr. f. angew. Chem. 1890, 8. 482. 
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18 Proz.) ein typisch riechendes, aromatisches O1*), dessen méglicher Einflul 
auf den Pilz erst durch den Versuch entschieden werden muBte. Nach 
4 Tagen zeigte sich eine deutliche Geruchsverinderung, als deren Ursach« 
Methylnonylketon erkannt werden konnte (Vergleich mit der sterilen Probe! ). 

Das Resultat dieser Versuche laBt sich also dahin zusammenfassen 
daB8 nur diejenigen Fette oder Ole vom Penicillium glaucum nachweisba: 
im Sinne der Ketonbildung abgebaut werden, welche Glyceride einer oder 
mehrerer der nachfolgenden Fettsiuren enthalten: Capron-, Capryl., 
Caprin-, Laurinsdure*). 

Myristinsdure zeigte analoges Verhalten wie bisher. 


Anhang: 
I. Die Bedeutung der Methylketone im Biochemismus der Butterranziditit. 


Nach den verschiedenen Auffassungen iiber die Ranziditat der 
Fette (Einleitung!) ist es keineswegs verwunderlich, daB die Beur- 
teilung der Butterranziditdét sich hauptsichlich auf biochemischem Ge- 
biete bewegt. Ist es auch einerseits einer Anzahl von Forschern gelungen, 
den Nachweis zu erbringen, daB Fette ohne jegliche Mitwirkung von 
Mikroorganismen oder Fermenten unter bloBem Luft- und Lichteinflu’ 
ranzig werden, so muBte doch andererseits die chemische Beschaffenheit 
der Butter, dank welcher sie einen ausgezeichneten Nahrboden fiir 
Mikroorganismen darstellt, auf ein Entstehen der Ranziditaét durch 
Lebewesen hinweisen. Ich erspare mir an dieser Stelle, die groBe Zah! 
der vorhandenen Arbeiten zu zitieren, und verweise auf das Kapitel 
tiber ,,.Das Ranzigwerden der Butter und die Butterfehler“ in Lajar, 
Handbuch der technischen Mykologie 1908, II, 8.210. Es sei mir 
dagegen erlaubt, auf Grund meiner gefundenen Resultate auf die 
Unhaltbarkeit einiger bestehender Anschauungen hinzuweisen. 

Je nach den biochemischen Fiahigkeiten, welche den verschiedenen 
Mikroorganismen in der Butter zukommen, muB sich auch die Ranzi- 
ditat durch verschiedenartige Geruchsstoffe bemerkbar machen. Vor 
allem interessierte ein esterartiger Geruch, dessen Bildung sich die ver- 
schiedenen Autoren wie folgt erkliren: 


1) Schddler, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1894, 8. 569. 

*) Wie aus Tabelle XIIIa zu entnehmen ist, zeigte Ricinusdl einen 
voriibergehend ketonartigen Geruch; diese Anomalie kann einzig auf dice 
Ricinolsdure zuriickfiihrbar sein. Es lieBe sich vermuten, da8 der Pilz 
letztere an der Doppelbindung zu sprengen und zu Azelain- und 8-Ozy- 
Pelargonsdure zu oxydieren vermag, welche durch Weiteroxydation glatt in 
Methylhexylketon iibergehen miiBte nach der Gleichung: 


CH,(CH,), CHOHCH,CH =CH(CH,), COOH —> HOOC(CH,),COOH + 
Ricinolsaiure CH,(CH,), CHOHCH, COO H 


’ ' 
Methylhexylketon CH,(CH,),COCH, 
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Amthor') nimmt neben Bildung der freien Fettsiuren eine solche von 
Alkohol aus Milchzucker an und will als Charakteristikum der ranzigen 
Butter den Buttersduredthylester nachgewiesen haben. Jensen*) machte 
dagegen die Erfahrung, ,,daB der Buttersiureester nicht durch Zusammen- 


* wirken eines fett- und eines zuckerspaltenden Organismus entsteht, sondern 


da8 er vielmehr durch einen fettspaltenden Mycelpilz allein gebildet wird“. 
Als solchen nennt er Cladosporium Butyri; ,,Oidium lactis ist wohl ein 
guter Fettspalter, doch kann er Butter nicht ranzig machen“ (keine ,,Ester* 
bilden). ,,Dies liegt wahrscheinlich daran, da8 er einen Teil der fliichtigen 
Fettsfuren verzehrt und einen anderen Teil durch Ammoniakbildung 
verseift. Wie Cladosporium verhalt sich Penicillium glaucum; es bildet 
in der Hauptsache wohl Amylester und erzeugt in Gemeinschaft mit Oidium 
den bekannten Geruch im Roquefortkiise“ (s. spatter). Uber diese ,,Ester- 
bildung’* &uBert sich Jensen weiter: ,,Die Esterbildung ist nicht auf die 
Verbindung von Buttersiéure und Alkohol, beide aus verschiedenem Material 
entstanden, zuriickzufiihren, sondern sie ist als ein Zwischenstadium der 
Spaltungsvorgange anzusehen, indem das Glycerin, bevor es véllig von 
der Buttersiture abgetrennt ist, also vielleicht als Monobutyrin zur Bildung 
einer Athylgruppe verwendet wird.‘‘ Dabei ignoriert Jensen die Entstehung 
des oben erwahnten Amylesters. Auf Grund dieser Theorie stellt er folgende 
Prognose und teilt die Pilze nach ihrer Fahigkeit in drei Gruppen ein, 
namlich in: 

1. solche, die nicht fettspaltende, aber Glycerin angreifende Eigen- 
schaften besitzen (Mycodermaarten). Diese kénnen Ester bilden, bauen ihn 
jedoch nicht ab, da sie nicht fettspaltende (verseifende) Eigenschaften 
besitzen ; 

2. solche, welche sowohl fettspaltende als auch Glycerin angreifende 
Eigenschaften besitzen (Cladosporium und Penicillium glaucum usw.). 
Diese vermégen voriibergehend Ester zu bilden, doch werden sie vom Pilz 
weiter abgebaut dank seiner fettspaltenden Eigenschaften ; 

3. solche, welche nur fettspaltende, nicht aber Glycerin angreifende 
Eigenschaften besitzen (Oidium lact.). Diese vermégen keine Ester zu bilden 
(Butter nicht ranzig zu machen). 


Dieser Ansicht von Jensen méchte ich nun folgende Tatsachen 
gegeniiberstellen: Meine Untersuchungen haben ergeben, daB beim 
Abbau von verschiedenen Triglyceriden durch gewisse Schimmelpilze 
,,esterartig’ riechende Ketone entstehen. 

Da in der Butter die zur Ketonbildung notwendigen Triglyceride 
vorhanden sind, und da ferner nach Jensen das Penicillium glaucum 
(nebst Cladosporium) fiir die Bildung des esterartigen Geruchs verant- 
wortlich gemacht werden mu8 und ich nun meinerseits in Gelatine- 
nihrbéden mit Butter (s. frither) durch Penicillium glaucum jenen 
,,Estereffekt“* erzeugen konnte, so diirfte damit die Identitdt des Ketons 
mit dem bisher als Ester angesprochenen unbekannten Kérper erwiesen 
sein. Wie aus der Versuchsanordnung hervorgeht, ist zur Bildung 


1) Amthor, Zeitschr. f. analyt. Chem. 88, 19, 1899. 
2) Jensen, Landwirtsch. Jahrb. d. Schweiz. 15, 329. 
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des vermeintlichen Estereffekts weder Zucker noch Glycerin notwendi 
wodurch der Jensenschen Ansicht die ‘Grundlagen entzogen werde1 
Fir das Fehlen der Ketonbildung beim Oidium lactis diirfte daher nich‘ 
seine Unfahigkeit, Glycerin anzugreifen, verantwortlich gemacht 
werden, sondern es besitzt nicht die Eigenschaft, die Fettsiuren i: 
B-Stellung zu oxydieren (was zur Ketonbildung unbedingt notwendig 
wire). 

Das Resultat liBt sich also so zusammenfassen: Die Butter ver 
dankt ihre Ranziditat dem Einflu8 von Mikroorganismen. Je nach 
der Art derselben auBert sich diese durch verschiedene Geruchs- unc 
Geschmacksverinderungen. 

Die in der Literatur allgemein verbreitete Ansicht, daB der charak- 
teristische Geruch der ranzigen Butter durch Mycelpilze gebildet: 
Ester der Buttersdure seien, ist irrig. Ich habe oben den Beweis erbracht 
daB es sich nicht um Ester, sondern um eine Reihe von Methylketonen 
handelt, die ihr Entstehen dem EinfluB von gewissen Schimmelpilzen 
(Penicillium glaucum usw.) auf die in der Butter enthaltenen Tri- 
glyceride der niederen Fettséuren (Capron- bis Laurinsiure) verdanken 


Il. Ober die Entstehung und Bedeutung der Methylketone als Aromastoffe 
im Roquefortkise. 


Das Penicillium glaucum spielt infolge seiner lipolytischen, pepto- 
nisierenden und oxydativen Eigenschaften (nebst anderen Organismen) 
eine bedeutende Rolle als Kdsereifer. Als Aerobier kommt ihm allgemein 
die Rolle der Oberflachenreifung zu, im Gegensatz zu den anaeroben 
Buttersiurebazillen und Verwandten, die die Reifung von innen nach 
auBen veranlassen. 

Etwas anders gestaltet sich die Sache beim Roquefort- (ebenso 
Gorgonzola-, Stracchino-, Parmesan- und Stilton-) Kase; waihrend bei 
allen iibrigen Kasesorten die Mitwirkung des Penicillium fakultativ, auf 
keinen Fall bestimmend zu sein scheint, so wird bei den oben erwahnten 
Sorten durch Einimpfen des Penicilliums der ReifungsprozeB in ganz 
bestimmten Bahnen gehalten. 


Dies geschieht nach Orla Jensen') etwa folgendermaBen: 

Das zur Beimpfung nétige Sporenmaterial wird erhalten durch) 
Schimmelniassen von siuerlichem, gut gebackenem Gersten- oder Roggen- 
brot, das, wenn ganz mit dem Pilz bedeckt und griin geworden, vorsichtig 
getrocknet und gemahlen wird. Dieses griine Pulver wird dem Kasebruch 
oder der Schafmilch selbst mit dem Lab einverleibt. Nachher werden dik 
Kase in feuchten luftigen Héhlen bei 5 bis 7° (auf Kosten der Bakterien!) 
wihrend 6 bis 8 Wochen einem ReifeprozeB iiberlassen. Damit die im 
Innern sich befindenden Sporen sich entwickeln kénnen, werden die Kise 


1) Jensen, Die Bakteriologie in der Milchwirtschaft. Jena, Fischer, 1913. 
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von 10 zu 10 Tagen mit langen, méglichst sterilen Nadeln an vorher ge- 
einigten') Stellen der Oberflache angestochen. Diese Luftzufuhr erméglicht 
dem Pilz ein, allerdings beschrinktes, Wachstum im Innern des Kiases. 
Dadurch erhadlt das Penicillium dominierenden Einflu8 auf den ganzen 
Verlauf der Reifung, insbesondere auf die Bildung der spezifischen Aroma- 
stoffe. 

Nachfolgende Zitate iiber Kdsereifung mégen als Grundlage meiner 
Uberlegungen angefiihrt sein. 

Teichert*) auBert sich hierzu: ,,Wirken die Mycelpilze schon durch 
ihre eiweiBspaltende Tatigkeit geschmacksbildend fiir den Kise, so tun sie 
es noch mehr durch ihre Fahigkeit, das im Kase enthaltene Milchfett zu 
zerlegen, wobei sie fliichtige Fettsiuren freimachen und Ester bilden. Ebenso 
haben Hanué und Stocky beim Schimmeln der Butter, wie auch Scala und 
Jacoangeli*) beim Reifen von Schafmilchkésen eine Abnahme der Reichert- 
Meissl-Zahl (fliichtige Fettsiuren) gefunden, wihrend die Saurezahl infolge 
Spaltung der nichtfliichtigen Fettsiuren bedeutend anstieg. Duclaux*) 
fand bei einem 5 Jahre alten Kase nur noch 0,9 Proz. fliichtige Fettsduren, 
wogegen urspriinglich 7 Proz. davon vorhanden waren. 

Es scheinen also vor allem die /fliichtigen Fettsiuren durch die Kiase- 
reifer abgebaut zu werden. 

Da bei jedem Kasereifungsproze8 durch die mitwirkenden Organismen 
das Casein peptonisiert und ferner Ammoniak frei wird, so ist naheliegend, 
anzunehmen, daB dieses sofort durch die frei gewordenen Fettsduren gebunden 
wird. 

Laxa*) berichtet auch vom Vorhandensein von Ammonsalzen der 
Fettsduren in gereiften Kasen und meint, daB sowohl Ammoniak wie auch die 
Fettsiuren unabhingig voneinander entstehen und sich binden. Ldéhnis*) 
auBert sich, ,,da8 das Ammoniak bei der Erzeugung des spezifischen Ge- 
schmacks und Geruchs eine nicht unwesentliche Rolle zu spielen scheint. 
Besonders gilt das fiir die capron-, capryl- und caprinsauren Ammonverbin- 
dungen, denen in besonderem Grade jener bei starker Ausprigung ent- 
schieden unangenehme, bei verschiedenen Fiulnisprozessen gleichfalls 
auftretende, namentlich der Kaserinde anhaftende Kisegeruch eigen ist“. 


Zusammengefapt laBt sich also feststellen, daB die kisereifenden 
Mikroorganismen zufolge ihrer fettspaltenden und ammoniakbildenden 
Fahigkeiten immer Ammonsalze der Fettstiuren, und zwar (nach Hanus, 
Stocky, Duclaux, Jacoangeli, Laxa u. a.) vornehmlich der fliichtigen 
Fetisduren, bilden. 

Da nun dem Penicillium glaucum unter anderem allgemeine kise- 
reifende Eigenschaften zuakommen kénnen, so diirfte die Annahme nahe 
liegen, daB das Penicillium die Ammonsalze auch hier wiederum unter 
Ketonbildung in seinen Stoffwechsel einbeziehen werde. 


1) Damit keine Oberflichenflora ins Innere gelangt. 

2) Teichert, Milchzeitung 82, 785. 

8) Scala und Jacoangeli, Ann. dell’ Instituto d’ Igiene sperimentale 
della R. Université di Roma. 2, 146, 1892. 

*) Duclaux, Arch. f. Hyg. 41, 127. 

5) Lazxa, ebendaselbst 41, 127. 

*) Léhnis, Handb. d. landw. Bakteriologie. 
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Die von Teichert geiuBerte Meinung, daB den Mycelpilzen di: 
Fahigkeit zukomme, Ester zu bilden, diirfte durch meine vorange- 
gangenen Resultate also dahin modifiziert werden kénnen, daB es sich, 
hier wiederum nicht um Ester, sondern um Methylketone handelt, dic 
den aromatischen Kdseduft verursachen. 

Die Intensitat der aromabildenden Stoffe ist daher stark vom 
Grade und der Qualitaét der dabei beteiligten Mikroflora (Penicillium 
Cladosporium usw.) abhingig. 

Um miéglichst giinstige Verhiltnisse zu haben, wihlte ich zw 
chemischen Isolierung der vermuteten Methylketone den Roquefortkis: 
(s. oben). 

Experimentelles: 1kg Abfalle von Roquefortkiase (méglichst griin durch 
setzte, schimmlige Krumen) wurden zerkleinert, mit wenig Wasser an- 
geriihrt und mit iiberhitztem Wasserdampf abgeblasen. 

Das Wasserdampfdestillat (etwa 1% Liter) war farblos, klar, ohne 
jegliche Ausscheidung und roch intensiv nach Fettsiuren und Eiweil- 
zersetzungsprodukten. Durch mehrmaliges Ausschiitteln mit viel Ather, 
Trocknen mit Na-Sulfat und vorsichtiges Abdestillieren desselben erhie!t 
ich einen geringen, farblos fliissigen Riickstand (etwa 2 Tropfen), der neben 
einem kasigen deutlich den intensiven Geruch nach Methylamyl- und -hepty/l- 
keton erkennen lieB. 

Mit Semicarbazid erhielt ich ein weiBes Semicarbazongemisch vom rohen 
FluBpunkt 105 bis 107°. 

Leider erlaubten es mir die geringen Mengen nicht, dieses Gemisch 
zu spalten und dessen Komponenten zu identifizieren. Ich verseifte daher 
mit Schwefelséure und konnte eindeutig den Geruch der beiden Methy!- 
ketone Methylamylketon und Methylheptylketon feststellen. 

Damit diirfte ich bewiesen haben, da®B bei der Kisereifung die 
durch Mikroorganismen (Mycelpilze) verursachten esterdhnlich riechenden 
Aromastoffe beim Roquefortkise wiederum Methylketone sind. 


Zusammenfassung. 

1. Der von Haller und Lassieur erbrachte Nachweis, daB die im 
ranzigen Kokosfett vorhandenen Geruchstoffe bestimmte Methy!- 
ketone sind, konnte mit Ausnahme des Methylundecylketons bestiatigt 
werden; neu wurde Methylamylketon isoliert. 

2. Als Ursache fiir die Entstehung dieser Ketone im Kokosfett konnten 
Schimmelpilze (Penicillium und Aspergillus) nachgewiesen werden. 

Als biontischer ProzeB findet diese Ketonbildung nur bei An- 
wesenheit von Wasser und Stickstoffsubstanzen, d. h. in der Natur 
im Gewebe der geernteten Kokosniisse statt. 

3. Der Chemismus verliuft im Sinne der Dakinschen Synthese, 
d. h. der Pilz assimiliert tiber die lipolytische Phase bei gleichzeitiger 
Bildung vom Ammoniak und darauffolgender Oxydation der gebildeten 
Ammonsalze zu Ketonen, die in der Kokosnu8 vorhandenen Triglyceride. 
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4. Das Vorhandensein dieser Phasen wird bewiesen. Das Peni- 
cillium fihrt in Reinkultur unter den festgelegten Bedingungen sowohl 
die freien Fettsiuren (soweit es deren Giftigkeit zulaBt!), deren Ammon- 
salze sowohl als auch die reinen Triglyceride, in die entsprechenden 
Ketone iiber. 

Die Ketone selbst sind als intermediire Stoffwechselprodukte 
aufzufassen, deren Weiteroxydation durch den Pilz nicht niher unter- 
ucht wurde. 

5. Uberdies werden die zur Ketonbildung fiir das Penicillium 
optimalen Lebensbedingungen aufgeklart. 

6. Nachfolgende Aufstellung erhellt schematisch die mit gesittigten 
Fettsiuren (als Ammonsalze verwendet) gefundenen Versuchsresultate : 





Buttersaure Capronsaure Caprylsaure Caprinsi Lauri Myristinsaure 
(Undecans (Tridecan- 
Valeriansaure | Onanthsiure | Pelargonsaure saure) saure) 


' { | 
Aceton Methylpropyl- a - a es al on wad | a 
‘ ’ ’ C. 





keton keton keton keton undecy| 
Methylathyl- Methylbutyl- as — pal a ~ — asta l. 
keton keton keton keton) keton) 
Legende: bedeutet: geruchlich u. chemisch nicht nachgewiesen, 


nicht chemisch aber geruchlich nachgewiesen, 
—_— “ chemisch und geruchlich nachweisbar, 
Versuch nicht ausgefiihrt. 


” 


7. Von den natiirlich vorkommenden Feltgemischen sind diejenigen 
dem Ketonabbau unterworfen, welche dem Penicillium glaucum sowohl 
die nétigen Lebensméglichkeiten bieten, als auch die entsprechenden 
Triglyceride enthalten. Es kommen auBer dem Kokosfett das Palmkern- 
und Lorbeerél, die Kuhbutter und einige Kdsesorten in Frage. 

8. Der bisherige Ranziditdtsbegriff vom Kokosfett (und seinen 
Verwandten) muB modifiziert werden. 

Allgemein ist eine Aldehydranziditdt bekannt, entstanden durch 
Oxydation der Olsdiure unter Einwirkung von Luft und Licht, im Gegen- 
satz (und unabhingig von der Olsiure) zu der Ketonranziditét des 
Kokosfettes, die durch oxydativen Abbau der Triglyceride bzw. Fett- 
sduren zu Ketonen mittels Schimmelpilzen zu erkliren ist. 

9. Die bisher angenommene Esterranziditdt der Butter ist unhaltbar. 
An deren Stelle tritt ebenfalls die Ketonranziditat. 

10. Die charakteristischen Aromastoffe bei der Reifung des Kises 
durch Schimmelpilze sind beim Roqueforthdse keine Buttersdureester, 
sondern Methylketone. 











Vegetatives Nervensystem und Elektrolytverteilung '). 


Von 
Ernst Wollheim. 


(Aus der II. medizinischen Universitaétsklinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 7. August 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Versuche von S.G.Zondek*) zeigten, daB an iiberlebenden 
Organen des Meerschweinchens die Wirkung der antagonistischen 
vegetativen Nerven durch bestimmte Elektrolyte — durch Kalium der 
Vaguseffekt, durch Calcium der Sympathicuseffekt — ersetzbar sind. 
Den Zusammenhang von Nerv- und Elektrolytwirkung im Gesamt- 
organismus untersuchten weiterhin Billigheimer*), Dresel und Katz*) 
Sie fanden nach Adrenalininjektion eine Senkung des Ca- aber auch des 
K-Gehaltes im peripheren Venenblut. Dresel und ich5) konnten zeigen 
daB neben der stets vorhandenen Senkung des Calciumgehaltes dic 
Schwankungen des Kaliums mehrere Typen erkennen lassen und offenbar 
durch regulatorische Vorgiinge bedingt sind, die je nach dem ver- 
schiedenen Erregungszustand des vegetativen Nervensystems ver- 
schiedene Intensitat zeigen. Durch vergleichende analytische Unter- 
suchungen des tiberlebenden Meerschweinchendarms und seiner Nihr- 
lésung konnten wir ferner zeigen, daB die durch Adrenalin bedingten 
Elektrolytverinderungen tatsichlich in einem Austausch zwischen 
Nahrlésung und Gewebe bestehen. 

Da die bisherigen Untersuchungen niemals den reinen Effekt von 
Vagus- bzw. von Sympathicuswirkung innnerhalb des Organismus zeigen 
konnten, untersuchte ich die Anderungen der Elektrolytverteilung in 
einem bestimmten GefiBgebiet (Vena porta) bei faradischer Reizung 
der zugehérigen vegetativen Nerven, nachdem zuvor die betreffenden 
Antagonisten ausgeschaltet waren. Die Durchschneidung beider N. vagi 
am Magen, bzw. beider N. splanchnici fiihrt allein zu keiner charakte- 
ristischen Verainderung des Elektrolytgehaltes der Pfortader. Auch 
nach Durchschneidung beider Nervenpaare finden sich in der Pfortader 


1) Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation 
angefertigt, der ich auch an dieser Stelle meinen Dank aussprechen méchte. 

2) S. G. Zondek, diese Zeitschr. 182, 362, 1922; Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1921, Nr. 50. 

3) EB. Billigheimer, Klin. Wochenschr. 6, 256, 1922. 

4) Dresel und Katz, ebendaselbst 1922, Nr. 32. 

5) Dresel und Wollheim, Pfliigers Arch. 1924. 
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noch anniahernd die gleichen K- und Ca-Werte wie vor dem Eingriff 
und damit die normale Elektrolytverteilung auf Blut und Gewebe 
(s. Tabelle I). Diese Tatsache ist am besten durch die Annahme peripherer 
.. Regulationsmechanismen“ zu erklaren. Einmal sind fiir die Elektrolyt- 
verteilung rein physikalisch-chemische GesetzmaBigkeiten maBgebend 
(z. B. Donnangleichgewichte), andererseits kommen hier die peripheren 
vegetativen Ganglien (das intramurale System) in Frage. Diese An- 
schauung ist auch durch die Befunde am iiberlebenden Meerschweinchen- 
darm nach Adrenalinzusatz zur Nahrlésung nahegelegt, wie bereits oben 
erwahnt wurde’). Im gleichen Sinne — einer Verwischung des Bildes 
durch Regulationsmechanismen — ist auch die Tatsache zu deuten, 
da8 Reizung des einen vegetativen Nerven ohne vorherige Ausschaltung 
des Antagonisten nicht zu einer wesentlichen Anderung des Quotienten 
K:Ca im Pfortaderblut fiihrt (s. Tabelle Il). Zwar ist diese Versuchs- 
anordnung scheinbar physiologischer, da sie am intakten Organismus 
arbeitet; aber im Experiment liegt notwendigerweise zwischen Reiz 
und Blutentnahme zur Analyse des Reizeffektes ein mehr oder weniger 
groBer Zeitraum. In dieser Zeit (wahrscheinlich weniger als 30 Sekunden) 
setzen die regulatorischen Vorgiinge ein. Fir den Effekt des Reizes 
ist aber allein die momentane noch nicht regulierte Konzentrations- 
verschiebung bedeutungsvoll. Will man diese erfassen und damit ein 
Bild vom tatsiachlichen Geschehen im Organismus erhalten, so ist es 
besser, die regulierenden antagonistischen Nerveneinfliisse nach 
Méglichkeit auszuschalten und die in unseren Versuchen gewihlte 
Methodik anzuwenden. 


Tabelle I. Vena porta. 





Refraktion, Skalen- 








. . sme teile des Pulfrichs 

K Ce K: Ca?) schantheluhbematens 

= Eiweifproz. nach 

mg-Proz. mg»Proz. Reiss 

vorher 18,01 | 126 141 59,5 = 8,172 
Hund 21) 30 Min. nech doppelssitiger | 17.608 | 12,8 | 1,37 | 60,2 = 8392 
vorher 17,052 10,0 170 56,5 — 7,624 
wend mad | 5) Mis. nocd Seppeleciiiner | 17.308 | 10,1 170 | 57,2 — 7,674 
vorher | 21,602 | 103 | 208 | 55,2 = 7,242 
“6 | Weodor Nevegl are Magen’ | 22,626 | 9,99 2,25 | 55,4 = 7,284 
= ‘ 15 Min. spater 20,792 999 2,08 55,0 — 7,20 
10 Min. nech doppelscitiger | 91 348 | 10,0 | 2,13 | 55,0 = 7,20 


Splanc hneid 





1) Dresel und Wollheim, 1. c. 

2) Die Veriinderungen des Verhiltnisses K:Ca, ausgerechnet nach 
Aquivalent-Milligrammprozent, gehen den mitgeteilten Zahlen immer 
parallel und sind daher nicht besonders aufgefiihrt. 


Biochemische Zeitschrift Band 151. 27 
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Tabelle II. Vena porta. 





Refraktion, Skale: 
teile des Pulfri 
schenRefraktomet 
such | = EiweiBproz. nach 
mg-Proz. mg+Proz. Reiss 


Vers|| K Ca = K: Ca!) 


a | ttund 30! vorher 21,584 11,2 1,93 60,2 8,322 
y. un nach farad. Reizung des 21.584 10,7 201 60.0 — 8.28 


linken N. splanchnicus 


vorher 26,98 11,2 2,40 
B | Hund 16) nach farad. Reizung des 


|linken N. vagus am Zwerche 31,808 12.8 2,40 
felldurchtritt 

Zur Frage nach der Bedeutung des zentralen Nerveneinflusses 
geben die erwahnten Versuche einen Hinweis in der Richtung, daB ein 
Vorgang, der auch ohne zentralnervése Verbindung abliuft, durch 
diese in seiner Intensitat geregelt, gediimpft oder gesteigert wird, und 
damit eine konstante Beziehung zwischen ReizgréBe und Reizeffekt 
hergestellt wird. 


Methodik. 


Die Versuche wurden meist an Hunden in intravenéser Narkose mit 
25proz. Urethanlésung, sowie an Kaninchen und an Katzen ausgefiihrt* 
1. Nach Durchschneidung beider Nervi vagi am Zwerchfelldurchtritt 
wurde die Elektrode des Induktionsapparats auf den linken oder rechten 
Nervus splanchnicus dicht vor dem Eintritt des Nerven ins Ganglion 
coeliacum gelegt. 1 Stunde nach der Vagusdurchschneidung ist, wie Ver- 


gleichsanalysen des Pfortaderblutes zeigten, der Elektrolytgehalt gleich 
dem vor der Operation. Es wurden dann jedesmal vor der Reizung 6 bis 8 ccm 
Blut aus der Vena porta entnommen, | bis 2 Minuten faradisch der Splanch- 
nicus gereizt und bei fortdauernder Reizung wieder 6 bis 8cem Blut der Pfort- 
ader entnommen. Der gleiche Versuch wurde zum Teil nach | Stunde 
am gleichen Tier wiederholt. Zum Teil wurde auch die Vagusdurchschneidung 
in einer Voroperation und der Reizversuch erst | Woche spater ausgefiihrt. 

2. Nach Durchschneidung beider Nervi splanchnici dicht vor den 
Eintritt ins Ganglion wurde der linke oder rechte Vagus am Zwerchfe!! 
durchtritt prapariert und auf die Elektrode des Reizapparats gelegt. Un- 
gefahr 1 Stunde spiater wurde nach Entnahme von 6 bis 8 cem Blut aus der 
Vena porta der Vagus | bis 2 Minuten faradisch gereizt und wieder bei 
noch dauernder Reizung 6 bis 8 ccm Blut der Vena porta entnommen. Auch 
dieser Versuch wurde zum Teil 1 Stunde spiater wiederholt. 

Die Analysen auf Kalium und Calcium wurden im Serum nach den 
Methoden von Kramer und Tisdall*) ausgefiihrt. Au®Berdem wurde dic 
Konzentration des Serums refraktometrisch bestimmt. 


1) Vgl. Anmerkung 2 zu Tabelle I. 

2) Die intravenése Urethannarkose bietet den Vorteil genauer Dosierbar- 
keit; es geniigten meist 15 bis 20 cem zu Beginn des Versuchs fiir die ganze 
Dauer. Auf den K- und Ca-Gehalt des Blutes hat die Urethannarkos: 


nur geringen EinfluS. 
8) Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 46, 339; 47, 475, 1921. 
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Kalium und Caleium wurden als Elektrolyte von besonderer  bio- 
\.giseher Wichtigkeit und leichter Nachweisbarkeit herausgegriffen. Damit 
len keineswegs gerade diese beiden Kationen als allein wirksam bezeichnet 
werden. 
Es ist vielfach gegen Bestimmungen des Gesamtkaliums und -caleciums 
im Blute der Einwand erhoben worden, da8 aus ihnen keine Schliisse auf 
die Ionenverteilung im Gewebe, auf die allein es biologisch ankime, 
za ziehen waren. Eine einwandfreie Methode zur Bestimmung des ioni- 
sierten Anteils der Elektrolyte existiert bisher nicht. Schade') hat prinzipielle 
Einwendungen, die gegen die Méglichkeit einer solechen Methode bestehen, 
hervorgehoben. Zwei Momente sind hier besonders wichtig: 1. ist es wahr- 
scheinlich, daB sich bei der Blutentnahme, Gerinnung usw. die Dissoziation 
bereits wesentlich verandert; 2. sind Schwankungen in der Ionisation inner- 
halb des Gewebes allein durch Elektrolytbewegung zwischen Zelle und 
Gewebsfliissigkeit denkbar. Wesentlich ist der Funktionszusammenhang 
zwischen Elektrolyten und Gewebskolloiden. Bei der oben beschriebenen 
Methode kann die Zu- bzw. Abnahme des Gesamtelektrolytgehaltes in der 
Pfortader allein durch Zu- bzw. Abwanderung der Kationen in den Geweben 
im Quellgebiet der Pfortader zustande kommen. Die mit dieser Methode 
gewonnenen Ergebnisse lassen daher durchaus Schliisse auf das Verhalten 
der Gewebeelektrolyte zu. Es ist so méglich, aus dem Verhalten von Kalium 
und Calcium im Pfortaderblut umgekehrte Konzentrationsverschiebungen 
in den zugehérigen Geweben bei fara- 
discher Reizung des _ versorgenden 
vegetativen Nerven zu erkennen. 


Durchschneidet man beide Vagi 
und reizt den Splanchnicus, so laBt 
sich regelmaBig im Pfortaderblut 
eine Verschiebung des Quotienten 
K:Ca zugunsten des Kaliums 
nachweisen, im Gewebe ist daher 
ein relatives Calciumiibergewicht 
anzunehmen. Diese Verinderung 
kommt teils durch Sinken der 
Calciumwerte, teils bei gleichbleiben- 
dem Calcium allein durch Ansteigen 
der Kaliumwerte in der Vena porta 
zustande (Tabelle III und Kurve 1). 
Gleichzeitig kommt es zu einer ge- 
ringen Konzentrationserhéhung des 
Pfortaderblutes (s. Tabelle III). Diese 
Befunde zeigen, daB es auch hier “oe : ee eee pee eee 
allein auf die relativen Mengen der vor und nach Vagusreizung. 
einzelnen Elektrolyte ankommt, daB Verminderung des Kaliums bei 
konstantem Calcium einer absoluten Calciumvermehrung gleichzusetzen 


Nachher 

















1) KongreB fiir innere Medizin, Kissingen 1924. 
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Tabelle III. 
doppelseitiger Vagusdurchschneidung faradische Reizung des linken 
N.splanchnicus. Vena porta. 





: " aes Refraktion, 
K Ca | K:Ca') | Skalenteile des Pulfr: 
schen Refraktometers 
mg-Proz. mg-Proz. | == Eiweifproz. n. Rei 
Hund 21 | vorher 17,608 12.8 ' | 60,2 8,322 
“" | nachher 18,886 11,6 ' 62,2 — 8,750 


, {vorher | 19,028 118 | j 57,5 — 7,740 
Hund 26 | nachher | 24708 | 120 | 205 60.4 — 8.365 


Hund 23 { vorher 19,88 10.1 | J 52,0 6,552 
un “9° | nachher | 21,442 10,3 : 53.2 — 6811 
Hund 23 { vorher 17,04 10,2 6 52.0 — 6.552 
1 Std. spiter | nachher 19,312 10.3 1,87 52.9 — 6.746 
intent vorher 24,708 13,1 | 51,2 6,379 
aninehen © | nachher | 24,424 124 | 48,1 = 5,705 


Tabelle IV. 
Nach doppelseitiger Splanchnicusdurchschneidung faradische Reizung des 
rechten oder linken N. vagus am Magen. Vena porta. 





. i Refraktion, 
K Ca K:Ca') | Skalenteile des Pulfric! 
schen Refraktometers 


mg»Proz. mg-Proz. = EiweiBproz. n. Reis 


> |vorher 17,324 78 2.29 49.2 — 5,945 
Hund 22 | nachher = 15.17 86 176 485 = 5.793 
Hund 22 {vorher | 16,756 79 | 212 47,8 — 5,640 
1 Std. spiter |nachher 14.91 3'3 1'79 774 = 5553 
(vorher 22,01 11,0 2.00 60,0 — 8.28 
Hund 24 | nachher | 21.726 | 124 176 57.8 — 7,804 
Hund 24 { vorher 21,868 10,8 2,02 53,2 6811 

1 Std. spiter | nachher | 20874 126 165 mi 
{ vorher 17,182 10,1 1,70 57,2 7,674 
10 Hund 28 | nachher || 13774 | 10.2 1'35 558 — 7372 


{vorher | 16,614 10,2 1,62 54,0 6,984 
11 = Katze 2*) | nachher | 14.91 10:3 144 525 — 6.660 


ist, wie es fiir das Straubsche Froschherz in Arbeiten von Kraus und 
Zondek*) und von Kdller*) gezeigt wurde. 

Reizt man nach Durchschneidung beider Splanchnici den rechten 
oder linken Vagus, so findet sich im Pfortaderblut regelmaBig eine 
absolute Zunahme des Calciums und haufig auch eine Abnahme des 


1) Vgl. Anmerkung 2 zu Tabelle I. 

*) 6 Tage nach Durchschneidung beider N. splanchnici. 

3) S. G. Zondek, 1. c.; Fr. Kraus, Insuffizienz des Kreislaufapparate: 
im Kraus-Brugsch, Spezielle Pathologie und Therapie innerer Krankheiten 4 
4) Koller, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 102, 23, 1923. 
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Kaliumgehaltes. Das Verhiltnis K: Ca ist stets deutlich zugunsten des 
Caletums verschoben (Tabelle [IV und Kurve II). Im Gewebe besteht 
demnach ein relatives Kaliumiibergewicht. Dieser Effekt geht einher 
mit einer leichten Verdiinnung des Pfortaderblutes (Tabelle IV). 

Diese Befunde zeigen, daB, ganz im Sinne der von S. G. Zondek') 
aufgestellten Theorie, Vagusreizung zu einer relativen Kaliumver- 
mehrung, Sympathicusreizung zu einer relativen Calciumvermehrung 
im Gewebe fihrt?). DaB die spezifische Art der Elektrolytverschiebung 
und die durch sie bewirkten sekundiren Anderungen des Wassergehaltes, 
der Aciditét, Permeabilitét usw. fir die im Gewebe durch vegetativ- 
nervése Reizung hervorgerufenen Verinderungen wesentlich ist, zeigt 
eine weitere Reihe von Versuchen. Fr. Kraus*) hat zuerst darauf hin- 
gewiesen, daB die negativ chronotrope Wirkung der Vagusreizung am 
Herzen durch vorherige intravenése Injektion von CaCl, in ihr Gegenteil 
verkehrt werden kann. Injiziert man den Versuchstieren (Hund oder 
Katze) zwei- bis dreimal in Abstanden von 10 Minuten 0,02 bis 0,03 g 
CaCl, (in 10proz. Lésung) in eine Vene, so fiihrt jedesmal die Injektion 
nur zu einer schnell abklingenden Blutdruckschwankung. Die Injek- 
tionen wurden teils in die Vena porta, teils in die Vena jugularis vor- 
genommen. Im Blut der Vena porta sind nach den Injektionen die 
Ca-Werte mehr oder weniger erhéht, die K-Werte erniedrigt. Be- 
sonders ausgepragt war dies bei der Katze Nr. 2 (vgl. Nr. 11, Tabelle IV 
und Nr. 12, Tabelle V) der Fall. Reizt man jetzt den Vagus nach 
Durchschneidung der Splanchnici in der oben beschriebenen Weise, 
so findet sich im Pfortaderblut regelmaBig eine Vermehrung des 
Kaliums bei annahernd gleichgebliebenem oder leicht vermindertem 
Calcium. Der Quotient K:Ca verschiebt sich also im Blute zugunsten 
des Kaliums, im Gewebe zugunsten eines Calciumiibergewichtes (s. 
Tabelle V). Die Vagusreizung nach Vorbehandlung mit CaCl, entspricht 
also in ihrem Elektrolyteffekt vollkommen einer Sympathicuserregung. 
Erinnern wir uns an die oben erwihnte Umkehrung des Vagusreiz- 
effektes am Herzen nach CaCl,-Vorbehandlung [Fr. Kraus*)], so legen 
diese beiden Befunde zusammengenommen den SchluB nahe, daB die 
Elektrolytverschiebung nicht nur eine Begleiterscheinung der vegetativ- 
nervésen Erregung ist, sondern die Art und Richtung der in den 
Erfolgsorganen auszulésenden physikalisch-chemischen und chemischen 
Vorgiange wesentlich bestimmt. 

Diese Versuche geben auch einen Hinweis auf die Bedeutung des 
Elektrolytgehaltes der Gewebe als konstitutionelles Moment. Ist der 


1) S. G. Zondek, 1. c. 

*) Vgl. hierzu auch Dresel, Klin. Wochenschr. 1924, 8. 311. 
%) Fr. Kraus, Deutsch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 8. 

*) Fr. Kraus, 1. ec. 
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Tabelle V. 
Nach Durchschneidung beider N. splanchnici Vorbehandlung mit dr 
mal 0,2 bis 0,3g CaCl, Reizung des linken oder rechten N. vagus 
Vena porta. 





, . — Refraktion, 
K Ca K:Ca')  Skalenteile des Pul/i 
schen Refraktometers 

mg+Proz. mg-Proz. EiweiSproz. n. Re 

Katze 22) { vorher 8,52 13,3 0,64 50.8 6,292 
“ “| nachher 11,644 13,5 0,86 50,0 — 6,12 

9x | vorher 14,472 11,8 1,22 56,0 7,416 
Hund 25 | nachher 20,732 | 10,0 2,07 55,0 = 7,20 


oq | vorher 19,454 11,2 1,73 55,0 7,20 
Hund 29) nachher | 22°72 11.6 195 56,6 — 7,545 


gegebene Gewebselektrolyt fiir den Effekt der vegetativ -nervésen 
Reizung von ausschlaggebender Bedeutung, so ist daran zu denken 
ob nicht eine solehe Umstimmung der Gewebe fiir die klinischen Bilder 
lokaler, weniger wohl allgemeiner Sympathico- und Vagotonie in Frag: 
kommt. Die stirkere ,,Erregbarkeit” des Sympathicus bzw. Vagus 
tritt nur als stirkerer Effekt normaler Reizung in Erscheinung. Sir 
ist ebensogut wie durch die Annahme einer Regulationsstérung dadurch 
erklarbar, daB die einzelnen vegetativ-nervésen Reize nicht, wie normal, 
antagonistische Effekte, sondern gleichsinnige, sich summierende 
Wirkungen hervorrufen. Fiir diese Hypothese sprechen auch die Be- 
funde von Kraus*) am Elektrokardiogramm. Er fand charakteristisch: 
Abweichungen der Stréme beim Vagus-(K-) wie beim Sympathicus-(Ca- 
Herzen. Diese Tatsache laBt sich am besten durch die Verschiedenheiten 
der Gewebselektrolyte erkliren*). Klinische Untersuchungen miissen 
sich weiter mit dieser Annahme beschaftigen. Worin diese Umstimmung 
der Gewebskonstitution, die zur Umkehr des Reizeffektes fihrt, im 
einzelnen besteht, laBt sich aus diesen Versuchen nicht schlieBen®) 


1) Vgl. Anmerkung 2 zu Tabelle I. 

2) Vgl. die Werte desselben Tieres vor Vorbehandlung mit CaCl, i: 
Tabeile IV, Versuch 11. 

8) Fr. Kraus und S. G. Zondek, Klin. Wochenschr. 36, 1773, 1922. 

*) Vgl. hierzu auch Kraus, Wollheim und Zondek, ebendaselbst 1924, 
Nr. 17. 

5) Von Wichtigkeit fiir die Calciumtherapie scheint die Tatsache zu 
sein, daB diese Umstimmung des Organismus besser durch mehrfacl 
Injektionen kleiner Calciumdosen, von denen jede nur einen geringen 
Effekt auslést, bewirkt wird, als durch einmalige Zufiihrung der gleichen 
Gesamtmenge. Wiinscht man also therapeutisch eine solche Umstimmung 
zu erzielen, so wiirde sich die hiufige Anwendung kleiner Dosen empfehlen 
(z. B. 3mal taglich 0,005 g CaCl, pro Kilogramm Kérpergewicht, 10proz. 
Lésung, intravendés). 
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Neben quantitativen Veranderungen im Elektrolytgehalt der Gewebe 
kommen vor allem Anderungen im Ampholytcharakter der Gewebs- 
kolloide als Ursache in Frage. 

Wichtig scheint mir auch als Ergebnis der Versuche, daB stets 
gleichzeitig mit den Elektrolytverschiebungen charakteristische Kon- 
zentrationsanderungen im Pfortaderblut gefunden wurden: Jede Ver- 
teilungsinderung der Elektrolyte fiihrt auch zu einer Wasserbewegung, 
wie fir den speziellen Fall der alimentéren Elektrolytverschiebungen 
an anderer Stelle bereits gezeigt wurde!). Diese Wasserbewegungen 
deuten auf Verainderungen im Quellungszustand der Kolloide hin. Sie 
machen Struktur- und Oberfliachenverinderungen der Zellen und damit 
die Auslésung chemischer und fermentativer Prozesse begreiflich. 

Fassen wir das Ergebnis der Versuche zusammen, so laBt sich sagen: 

1. Jede Splanchnicusreizung nach Vagusausschaltung fiihrt zu 
einer relativen Kaliumvermehrung im Pfortaderblut und dementsprechend 
zu einem relativen Calciumiibergewicht im Gewebe. 

2. Jede Vagusreizung nach Splanchnicusausschaltung bewirkt rela- 
tive Calciumvermehrung im Pfortaderblut, also im Gewebe Kalium- 
anreicherung. 

3. Der typische Vagusreizeffekt liBt sich durch Vorbehandlung 
der Versuchstiere mit mehrfachen kleinen Calciumdosen umkehren, 
so daB Vagusreiz zu einer Elektrolytverschiebung fiihrt, die sonst 
bei sympathischer Erregung gefunden wird. 

4. Aus diesen Versuchen, die die von S. G. Zondek an isolierten 
Organen aufgestellte Theorie im Gesamtorganismus verifizieren, wird 
geschlossen, daB der sympathische Reiz zu einer Calciumkonzentrierung, 
der Vagusreiz zu einer Kaliumkonzentrierung im Gewebe fihrt. Fir 
diese typischen Effekte ist die normale Elektrolytkonstitution der 
Gewebe wichtig. 

5. Die Verteilungsiinderungen der Elektrolyte bewirken Wasser- 
verschiebungen und kénnen so die physikalisch-chemischen und chemi- 
schen Vorgiinge auslésen, die als Folge vegetativ-nervéser Erregung 
auftreten. 


= 


1) Wollheim, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 17. 











Die chemische Atmungsregulation bei alkalischer Blutreaktion. 


Von 
Klothilde Gollwitzer-Meier. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 
(Eingegangen am 7. August 1924.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Theorie, daB die Wasserstoffionenkonzentration des Blutes 
bzw. des Atemzentrums selbst den chemischen Atmungsreiz darstellt') 
scheint nach neueren Untersuchungen, vor allem amerikanischer Autoren, 
eine Einschrankung zu erfahren. Unter gewissen Umstiinden vermag 
die Wintersteinsche Theorie das Verhalten von Atmung und Reaktion 
nicht zu erkliren. Es handelt sich dabei vorzugsweise um alkalische 
Reaktionen. 


Hooker, Wilson und Connett*) haben die isolierte Medulla von Sauge- 
tieren mit Blut von verschiedener CO,-Spannung und gleichem H-Ionen- 
gehalt durchspiilt. Sie schiittelten defibriniertes Blut an der Luft und teilten 
es in zwei Portionen; davon wurde die eine mit 5 Proz. CO, geschiittelt 
und dann die H-Ionenkonzentration dieses Blutes mit Indikatoren und 
elektrometrisch bestimmt. Die zweite Portion wurde mit HC! versetzt, bis 
sie die gleiche Reaktion hatte, und die durch HC! frei gemachte CO, durch 
Schiitteln entfernt. Auf diese Weise waren zwei Blutproben erhalten 
worden mit gleicher Reaktion und verschiedenem CO,-Gehalt. Bei der 
Durchspiilung der Medulla zeigte es sich nun, da8 der Einflu8 des CO, 
reichen Blutes auf die Atmung viel gréBer war als der des CO,-armen bei 
derselben Reaktion. Die Autoren kommen zu dem Schlu8, daB wahr- 
scheinlich die H-Ionenkonzentration des Blutes wohl den eigentlichen 
Atemreiz darstelle, daB aber die Erregbarkeit des Zentrums durch ver- 
schiedene Faktoren, CO,, O, und andere Ionen beeinfluBt werde. 

Mit der Wéintersteinschen Theorie scheinen auch die Versuche von 
Scott*) im Widerspruch zu stehen. Scott untersuchte an decerebrierten 
Katzen den Einflu8 einer vermehrten CO,-Spannung der Einatmungsluft 
vor und nach einer intravenésen Alkaliinjektion. Durch die Injektion von 
Na,CO, wird die Blutreaktion sehr stark alkalisch, ohne daB die Atmung 


1) H. Winterstein, Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 167, 1911. 
2) Hooker, Wilson und Connett, Amer. Journ. of Physiol. 48, 35, 1917. 
3) Scott, ebendaselbst 47, 43, 1919. 
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verandert wird. L&Bt man nun die Tiere ein Luftgemisch mit 5 Proz. CO, 
einatmen, so nimmt die Atemfrequenz trotz der alkalischen Blutreaktion zu. 
Der EinfluB der CO, auf die Atemfrequenz ist fast derselbe, wenn die 
Blutreaktion normal oder stark alkalisch ist, im ersteren Falle ist das 
Minutenvolumen etwas gréBer. DaB iiberhaupt ein Unterschied in der 
Reaktionsweise besteht, bezieht Scott darauf, daB bei alkalischer Reaktion 
der Pufferwert des Blutes gréBer ist und bei normaler Reaktion als doppelter 
Reiz die H-Ionenkonzentration hinzukommt. Er nimmt an, da bei alkali- 
scher Blutreaktion der EinfluB der Kohlensaure nicht nur auf ihrer Siure- 
natur beruhe, sondern daB die undissoziierte Kohlensiure als ,,spezifisch- 
respiratorisches Hormon* wirke. Bei leicht alkalischer Reaktion wird 
nach Scott die Atmung so reguliert, daB eine bestimmte CO,-Spannung 
aufrechterhalten wird. Collip und Backus') zeigten, daB das Atemzentrum 
durch Injektion einer NaHCO,-Lésung in das Foramen magnum oder die 
Carotiden gereizt wird, obwohl durch eine NaHCOQ,-Injektion die Reaktion 
alkalischer wird. Durch intralumbale Injektion von NaHCO, erzeugte 
Collip*) eine intensive Hyperpnoe. Er glaubte, daB seine Versuche auf eine 
spezifische Empfindlichkeit des Atemzentrums gegeniiber dem HCO,-Ion 
hinweisen, oder daB die Reizwirkung des NaHCO, ihre Ursache in einer 
Stérung des Kationengleichgewichtes in den Nervenzellen habe. Auch 
Mellanby*) teilt Versuche mit, in denen eine Beziehung zwischen der Blut- 
reaktion und Atmung fehle. CO, erzeugt eine starke Zunahme des Atem- 
volumens und geringe Veranderungen der Blutreaktion, waihrend Na,CO, 
die Blutreaktion stark alkalisch mache, die Atmung aber kaum beeinflusse. 
Dale und Evans‘) beobachteten eine Verkiirzung der Uberventilationsapnoe 
durch NaHCO,-Injektionen, obwohl dadurch die Blutalkaleszenz gréBer 
geworden war. Sie schreiben der undissoziierten Kohlensiure einen 
erregenden Einflu8 auf das Atemzentrum zu. Die gleiche Ansicht vertritt 
auch Gesell*), der den Parallelismus zwischen Lungenventilation und ar- 
terieller CH nur fiir ein zufilliges Ereignis halt, das unter gewissen Be- 
dingungen vorherrscht. 

Nach den Beobachtungen dieser Autoren scheint bei alkalischer 
Blutreaktion nicht die H-Ionenkonzentration, sondern die . Kohlen- 
siure den chemischen Atemreiz zu bilden. Sie sind teils geneigt, zwar 
dem H-Ion die wichtigste Rolle bei der Atmungsregulation zuzu- 
schreiben, daneben aber auch eine spezifische Wirkung der Kohlen- 
siure anzunehmen, die besonders bei verminderter H-Ilonenkonzentration 
zur Geltung kommt. Die Wintersteinsche Theorie wiirde danach eine 
Einschriankung erfahren, daB das Zentrum gegen eine Verminderung 
der H-Ionenkonzentration weniger empfindlich ist, wie gegen eine Er- 
héhung derselben. Ein anderer Teil der Autoren glaubt auf Grund der 
Beobachtungen bei alkalischer Reaktion, daB es tiberhaupt nicht das 
H-Ion, sondern immer nur die Kohlensiure sei, die auf das Atemzentrum 


1) Collip und Backus, Amer. Journ. of Physiol. 51, 551, 1920. 
*) Collip, ebendaselbst 52, 483, 1920; 54, 58, 1920. 

3) Mellanby, Journ. of physiol. proceed. 56, 38, 1922 

*) Dale und Evans, Journ. of Physiol. 56, 125, 1922. 

5) R. Gesell, Amer. Journ. of Physiol. 66, 5, 1923. 
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wirke vermdége ihrer leichteren Diffundierbarkeit in die Zelle. Sie stiitz: 

sich dabei auf Versuche von Jakobs'), wonach die lebende Zelle nic} 
permeabel ist fiir das H-Ion und die Bicarbonationen, wihrend di 
undissoziierte Kohlensiure leicht in die Zelle eindringt, dort dissoziier 
und die H-lonenkonzentration im Zellinnern erhéht. Einige der 1 
wahnten Versuche sind jedoch zum Teil infolge ihrer Unvollstandigk: 

nicht tiberzeugend, da nicht alle Faktoren beriicksichtigt werden, di: 
die Atmung beeinfluBt haben konnten. 

Es war uns nun selbst aufgefallen, daB z. B. Odemkranke ii: 
Stadium der Odemausschwemmung ihre CO,-Spannung  ziemli: 
konstant hielten, obwohl der Bicarbonatgehalt des Serums in diese: 
Periode fortwihrend etwas anstieg, so daB die Blutreaktion imme: 
mehr nach der alkalischen Seite verschoben wurde und es den Anschei: 
gewann, als ob nicht die H-Ionenkonzentration, sondern die CO, 


Spannung auf eine bestimmte Hohe reguliert wiirde. Die Reaktions 


theorie allein gibt darauf keine befriedigende Antwort. 

Ich habe deshalb selbst einige Versuche iiber die Atmungsregulatio: 
bei alkalischer Blutreaktion angestellt und bediente mich dabei der i: 
einer friiheren Mitteilung*) angegebenen Versuchsanordnung. Als 
Versuchstiere dienten wieder Kaninchen in leichter Urethannarkos: 
Die Blutalkaleszenz wurde erhéht durch die Infusion von Na,CO, 
NaHCO, und NaOH-Lésungen von verschiedener Konzentration 


a b 
Abb. 1. NaHCOs. 

a) vor der NaHCO,-Infusion py = 7,36, CO,-Spannung = 34. Der Pfeil gibt den Beginn 
der Infusion an. b) 5 Minuten nach Beginn der Infusion py = 7,56, C O.-Spannung = 35 
Zeitschreibung in Sekunden. 

Durch die Infusion von NaHCO, wurde das CO,-Bindungs 


vermégen des Blutes sehr stark erhéht, es stieg z. B. in einem Versuch 


1) Jakobs, Amer. Journ. of Physiol. 51, 321, 1920. 
*) Kl. Gollwitzer-Meier, diese Zeitschr. 1924. Im Erscheinen. 
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stiitzen Tabelle I. NaHCQ,. 
e nicht 
( PH COzsSpans COgs Atem- 
woh des mung des | Kapertat | fequens Als’ | Minuten 
soziiert arter. arteriellen = pro 
Blutes Blutes bei 40mm = Minute a 
ler er- ccn com 
digkeit Normal ' 7,36 34 48 48 std 
= Infusion von 
— 10cem Sproz. 4§ : 1734 
Lésung 56 f 2925 
im 2. Normal f 2 2 800 
ml Infusion von 
en 9eem Iproz. 9 4: 1920 
dieser Lésung 
immer + 15eem 5 «67,16 5, f 3300 
schein 3. Normal ; 3 : 680 
: Infusion von 
CO,- 10cem 5proz. 3 7,46 30 ‘ 1620 
‘tions- Lésung 
. Normal 
. Infusion von 
lation 22cem 5proz. 


der in Lésung 
Als 5. Normal 
Infusion von 
lleem 5proz. 
gC Og, Lésung, sofort 
ation nach der In- 
fusion 
. Normal 
Infusion von 
10cem 5proz. 
Lésung, sofort 
nach der In- 
fusion 
+ 20 ccm 
. Normal 
Infusion von 
3,5cem 5proz. 
Lésung, sofort 
nach der In- 
fusion 7,33 32 44 
+ llecm 7,49 37 55.5 


In den Tabellen wird immer nur der Beginn der Infusion angegeben. 


rkose 


von 36,5 auf 82 Vol.-Proz. (bei 40 mm Spannung gemessen). Die CQ,- 
Spannung des arteriellen Blutes nahm ausnahmslos zu, aber nicht so 
stark, um die Bicarbonatvermehrung zu kompensieren, die Blutreaktion 
wurde alkalisch. Fast unmittelbar mit dem Beginn der Infusion setzte 
eine Zunahme der Atemfrequenz und Atemtiefe ein, das Atemvolumen 
stieg bis auf den fiinffachen Wert des Ausgangsvolumens (s. Abb. 1, 
Tabelle I). Der beobachtete Einflu8 einer NaHCO,-Infusion auf das 
Saure-Basengleichgewicht stimmt mit den Angaben anderer Autoren 


ings- 
‘such 
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tiberein. Wenn Davies, Haldane und Kennaway') mitteilen, daB durc} 
Bicarbonat die Blutreaktion kaum beeinfluBt und die Atmung ver. 
langsamt wird, so sind diese am Menschen gewonnenen Ergebniss: 
zum Vergleich nicht heranzuziehen, da das Bicarbonat per os gegebe: 
wurde. 

Die Infusionsgeschwindigkeit’ ist bei diesen Versuchen von Bedeutung 
da das Na HCO, sehr rasch wieder ausgeschieden wird. Infundiert man sehr 
langsam, so kann ein groBer Teil des NaHCO, bereits wieder durch di: 
Niere entfernt sein, bevor noch die Infusion beendet ist. Nach Haldane * 
kann dabei das NaHCO, in einer Konzentration von 3 Proz. im Urin e1 
scheinen. 

Durch die Infusion von Na,CO, wird das CO,-Bindungsvermége: 
des Blutes ebenfalls stark gesteigert, die Blutreaktion wird nach det 





b 


Abb. 2. Na, COs. 
a) vor der Na, COs,-Infusion py = 7,29, CO -Spannung = 31,5. Der Pfeil gibt den Beginn 
der Infusion an. b) 4 Minuten nach Beginn der Infusion py = 7,49, CO,-Spannung = 32. 
Zeitschreibung in Sekunden. 


alkalischen Seite verschoben. Die CO,-Spannung erleidet bei langsamer 
Infusion keine besonderen Verinderungen, sie war in allen drei Ver- 
suchen nahezu dieselbe geblieben. Das Atemvolumen nahm in keinem 
Versuch zu, sondern eher etwas ab, eine Apnoe trat nicht ein (Abb. 2. 
Tabelle II). 

Es wurde von einigen Untersuchern mitgeteilt, daB die Injektion von 
Na,C O, eine Apnoe erzeugt. So beobachtete Hougardy*) nach intravendser 
Injektion von Na,CO, und NaOH, nicht aber nach NaHCO,, eine kurz- 
dauernde Apnoe, und ebenso konnte Mosso*) auf diese Weise Atempausen 
hervorrufen. Nach Scott hiangt das Zustandekommen dieser Apnoe lediglich 


1) Davies, Haldane und Kennaway, Journ. of Physiol. 54, 32, 1920. 
2) J. B. Haldane, Lancet 206, 537, 1924. 

8) Hougardy, Arch. intern. de Physiol. 1, 17, 1904. 

*) Mosso, Arch. ital. de biol. 42, 186, 1904. 
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Tabelle II. Na,COQs,. 
Pu | CO -Span- COs Atem: .| Mi ; 
Zeit =. — Kepazitat hor ys — — 
Blutes Blutes bei 40mm = Minute a 0 a 
1. Normal 10h02' 7,29 31,5 39 35 15 525 
Infusion von 
12cem 5proz. 
Lésung 
Beginn der In- 10 08 
fusion 10 12 7,49 32 63,5 30 16 480 
2. Normal 10 50, 7,30 26,5 32 60 18 1080 
Infusion von 
lleem 5proz. 
Lésung 
Beginn der In- 10 52 
fusion 10 55 7,55 25 62 55 18 990 
3. Normal 9 15) 7,43 26 46 | 42 16 | 672 
Infusion von 
lleem 5proz. 
Lésung 
Beginn der In-, 9 19° 
fusion 9 23)| 7,70 25,5 74 40 15 600 


von der Infusionsgeschwindigkeit ab. Bei rascher Infusion wird plétzlich 
viel CO, gebunden, da das Na,CO, sich zum Teil in NaHCO, umwandelt, 
und das apnoeische Stadium tritt infolge des Sinkens der CO,-Spannung 
auf. Diese Versuche wurden auch so ausgelegt, daB nicht die Verminderung 
der Kohlensiure, sondern der H-Ionenkonzentrationen die Apnoe erzeugt hat. 

Das Gleichartige der NaHCO,- und Na,CO,-Wirkung besteht 
darin, daB die Blutreaktion alkalischer und der Bicarbonatgehalt 
gréBer wird. Der Unterschied besteht in der GréBe der CO,-Spannung 
und Reaktion des Atemzentrums. Durch die NaHCO,-Infusion wird 
die CO,-Spannung und die AtemgréBe erhéht, durch die Na,CO;- 
Infusion bleiben beide unveriindert. Nach der Reaktionstheorie wire 
aber zu erwarten, daB entsprechend der erhéhten Blutalkaleszenz die 
Atmung abnehmen wiirde, und zwar sehr erheblich, denn wenn z. B. 
Haldane angibt, daB durch eine Steigerung der H-lonenkonzentration 
um 0,12, die AtemgréBe verdoppelt wird, so miBte bei einer viel 
gréBeren Abweichung der H-Ionenkonzentration nach der alkalischen 
Seite das Atomvolumen ganz bedeutend reduziert werden. 


Die Versuche Wéintersteins, der Kaninchen NaOH _ injizierte 


und dabei eine Abnahme der AtemgréBe bei verringerter H-Ionen- 
konzentration und CO,-Spannung beobachtete, schienen die Giltigkeit 
der Reaktionstheorie auch fiir eine Verschiebung der Blutreaktion 
nach der alkalischen Seite zu beweisen. 

Ich habe in zwei Versuchen n/10 NaOH infundiert und die gleichen 
Ergebnisse wie Winterstein erhalten. 


Die CO,-Bindungsfahigkeit des 











430 K. Gollwitzer-Meier: 


Blutes nahm etwas zu, die CO,-Spannung des arteriellen Blutes sank in 
einem Versuch, blieb im anderen unverandert, die Blutreaktion wurd: 
alkalischer, das Atemvolumen etwas geringer. Diese Versuche fiir sich 
allein betrachtet, kénnen nach dem Vorgehen Wintersteins so gedeutet 
werden, daB die Abnahme des Atemvolumens auf dem geringeren Atem- 
reiz, der erhéhten Blutalkaleszenz beruht. Allerdings ist die Abnahme 
der VentilationsgréBe, verglichen mit der Anderung der H-Ionen- 
konzentration, sehr gering. Bei Kenntnis der Na,CO,- und NaHCO, 
Wirkung auf die Atmung kénnte aber auch angenommen werden, dai 
die Alkalose als solche keine Verlangsamung der Atmung hervorruft 
und die Abnahme der Ventilation nur dann zustande kommt, wenn 
gleichzeitig auch die CO,-Spannung verringert wird (s. Tabelle II1) 


Tabelle III. NaOHuH. 





Pu CO.-Span- COs Atem- Atems | Minuten. 
Zeit = = Kapazitat ao tiefe — 
Blutes Blutes bei 40mm Minute a a 
1. Normal 9h00’ 7,33 30,5 39 40 13 520 
Infusion von j 
25cem n/10 
Lésung 
Beginn der In- | 9 05 
fusion 9 08 7,40 30 48 40 13 520 
| 9 10) 7,38 29 44 42 12 | 504 
2. Normal /10 15| 7,24 | 42 42.5 40 20 800 
Infusion von 
n/10 Lésung | 
Beginn der In- | 10 19 
fusion — 
9 ccm 10 22; 7,29 42 | 47,5 38 16 608 
10 29 38 20 760 
+ 6cem 10 33 50 14 700 
10 40 40 20 800 
+ 5cecm 10 44 (7,27 42 45 38 15 570 
10 50 38 20 760 


Weiter habe ich bei alkalischer Blutreaktion infolge voraus- 
geschickter NaHCO,- oder Na,CO,-Infusion HCl infundiert und be- 
obachtete dabei eine ganz bedeutende Zunahme der AtemgréBe. Ob- 
wohl die Blutreaktion in dem Augenblick der beginnenden Saure- 
infusion noch stark alkalisch war, setzte sofort eine Hyperpnoe ein, 
ahnlich der, die eine HCl-Infusion bei normaler Blutreaktion erzeugt 
Am Ende der Infusion war die H-Ionenkonzentration noch unter dem 
von demselben Tier gewonnenen Normalwert. Wiahrend der HC!- 
Infusion stieg in zwei Versuchen die CO,-Spannung des Blutes, nur in 
einem Versuche, in dem die Blutentnahme nach langer dauernder 
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Hyperpnoe erfolgte, war die CO,-Spannung nicht erhéht gefunden 
worden. Das CO,-Bindungsvermégen nahm ab. 

Bei der HCl-Infusion konnte die Zunahme der Atmung wieder auf die 
erhéhte CO,-Spannung bezogen werden wie in den Scottschen Versuchen, 
bei denen die CO,-Spannung schon in der Einatmungsluft erhéht war. 


Tabelle 1V. 


HCl-Infusion bei alkalischer Blutreaktion. 





PH | CO.*Span- CO.. | Atem- A M 
Tat des nung des on frequenz pemme | Fuputene 
Zeit | acter. | arteriellen | **#Pazitat pro tiefe | volumen 


Blutes Blutes bei 40 mm | Minute — oo 


. Normal 7,25 32.5 36,5 28 18 504 
NaHCO, In- 752 40 82 2 18 756 
fusion 
HC1- Infusion 50 30 1500 
n/10 
14cem infund. : 76 20 1520 
+ l4ecm 96 22 2122 

10 12) 7, 60 22 1320 

2. Normal R 40 17 680 
NaHCO,-In- (10 13. 7,46 60 27 =: 1620 
fusion 50 25 
HCl-Infusion 10 15 
n/10 10 16 
4eem infund. 10 17 : 57 67 30 

10 21 , d 50 45 20 

. Normal 46 16 
Na,CO,-In- 9 23 
fusion 9 24 , 74 40 15 
HCl-Infusion 9 25 
n/10 
8cem infund. 9 27 7,47 32 58 55 34 1540 


Nimmt man an, da8 die Erregbarkeit des Atemzentrums durch die 
Alkaliinfusion keine Verainderung erleidet, so kann die Atmungsregulation 
bei einer Alkalose nur nach dem Vorgehen von Scott, Collip, Dale und 
Evans erklart werden, daB nimlich die Kohlensiure eine spezifische 
Reizwirkung auf das Atemzentrum habe. Bleibt dann die Kohlenséure- 
spannung nach dieser Theorie bei einer Alkalose in derselben Héhe wie 
bei der normalen Reaktion, so erfahrt die Atmung keine Verianderung, 
da der Reiz der gleiche geblieben ist und die Alkalose als solche ohne 
EinfluB wire. Verringert man dagegen die CO,-Spannung, so nimmt 
der Atemreiz und damit auch die AtemgréBe ab. Erhéht man die CQO,- 
Spannung, gleichgiiltig von welcher Blutreaktion ausgehend, entweder 
durch C O,-Zufuhr oder HCl-Infusion, so nimmt die VentilationsgréBe zu. 

Da nun aber bereits ziemlich zwingende Beweise erbracht worden 
sind, daB bei normaler Reaktion die H-Ionenkonzentration und nicht 
die Kohlensiure die chemische Atmungsregulation besorgt, so kommt 
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Scott zu dem Kompromi8, daB das Atemzentrum zwar gegen eine Er- 


héhung der H-lonenkonzentration sehr empfindlich sei, aber nicht 
gegen eine Verminderung derselben. Entweder hat aber die Kohlen 
siure tiberhaupt eine spezifische Reizwirkung auf das Atemzentrun 
dann ist doch wohl anzunehmen, da8 diese auch bei normaler Reaktion 
vorhanden ist, oder es stellt auch bei alkalischer Blutreaktion di 
H-Ionenkonzentration den Reiz dar, und die Reaktionstheorie hat auch 
fiir eine Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite Giiltigkeit 





a b 


Abb. 3. HCl-Infusion bei alkalischer Blutreaktion. Normalreaktion = 7,43, C O)-Spannung = 32 

a) Alkalose erzeugt durch Na) CO,-Infusion. Kurz vor Beginn der H Cl-Infusion py = 7,70, CO, 

Spannung = 25,5. b) 2 Minuten nach Beginn der HCl-Infusion py = 7,47, CO -Spannung = 32 
Zeitschreibung in Sekunden. 


Nun ist jedoch fiir die Erregung des Atemzentrums zuniichst die 
Reaktion im Zentrum selbst maBgebend, und erst in zweiter Linie die 
im Blute herrschende. Wenn nun auch- zwischen der Reaktion im 
Zentrum und der im Blut gewisse Beziehungen bestehen, so muB sich 
doch nicht unter allen Umstiinden die Reaktion im Zentrum gleich- 
sinnig und im selben MaBe wie die im Blute andern. Gesell weist darauf 
hin, daB die Hyperpnoe bei einer Na HCO,-Alkalose mit der leichteren 
Diffundierbarkeit der undissoziierten Kohlenséure, die ja in vermehrter 
Menge vorhanden ist, ins Gewebe erklirt werden kénnte, wodurch im 
Atemzentrum das Verhialtnis zwischen freier und gebundener Kohlen- 
siure derartig veriandert wird, daB die Konzentration der H-Ionen 
héher als im Blute wird, und so eine Hyperpnoe bei noch alkalischer 
Blutreaktion ausgelést werden kann. Diese Theorie reicht aber nicht 
aus, das Fehlen einer Atmungsverinderung bei der Na,CO,-Alkalos« 
zu erkliren oder die Ventilationssteigerung durch eine HCl-Infusion 
bei erhéhter Blutalkaleszenz. 

Es besteht nun zwischen der GréBe der H-Ionenkonzentration und 
der Ventilation ein gewisser Parallelismus nur bei sonst ganz gleichen 
Bedingungen, denn das Atemzentrum reagiert nicht nur auf Anderungen 
des Saure-Basengleichgewichts, sondern auch auf Anderungen des 
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Kationengleichgewichts. Der Reiz, den eine bestimmte H-Ionenkonzen- 
tration im Blut auf das Atemzentrum ausiibt, wird bestimmt durch die 
Gesamtheit aller tibrigen Ionen, vor allem durch die Kationen. Es 
wurde dies so formuliert'), daB die Erregbarkeit des Atemzentrums 
durch H-Ionen von der GréBe eines bestimmten Ionenquotienten ab- 
hiangig ist. Wird dieser Quotient verandert, so wird auch die Reiz- 
wirkung einer gewissen H-Jonenkonzentration auf das Atemzentrum 
geindert. Erhéht man durch eine Alkaliinfusion die Blutalkaleszenz, 
so kann man eine Abnahme der VentilationsgréBe entsprechend der 
verminderten H-Ionenkonzentration nur dann erwarten, wenn der 
lonenquotient unverandert bleibt, der die Empfindlichkeit des Atem- 
zentrums fiir H-Ionen bestimmt. Nach friitheren Ausfiihrungen wird 
aber durch eine Alkalose bei gleichzeitiger Erhéhung des Bicarbonat- 
gehaltes im Blute auch das Kationengleichgewicht im Blute beeinfluBt, 
wahrend z. B. eine Uberventilationsalkalose eine derartige Verianderung 
nicht, oder nur in nur geringem Mafe hervorruft. Die Stérung im 
Kationengleichgewicht bei der Carbonatalkalose scheint aber nach den 
bisherigen allerdings spiirlichen Versuchen vor allem zu einer Ver- 
minderung der Ca-Konzentration im Blute zu fiihren, die bei einer 
Uberventilationsalkalose nicht beobachtet wird [Grant und Goldmann?), 
Gyérgy und Vollmer*), Gollwitzer-Meier und Meyer*)]. Danach nimmt 
wahrscheinlich die Erregbarkeit des Atemzentrums bei der Carbonat- 
alkalose zu. Fiir die Veriinderung der Erregbarkeit des Atemzentrums 
bei alkalischer Blutreaktion ist also weniger die Alkalose als solche, als 
vielmehr die Art ihrer Entstehung von Bedeutung. Der Einflub auf die 
Erregbarkeit des Atemzentrums kann ganz verschieden sein, auch 
wenn die Reaktion in gleichem Ausma8 verschoben wird. 

Geht man von der Annahme aus, da8 durch die Erhéhung der Blut- 
alkaleszenz und des Bicarbonatgehaltes die Erregbarkeit des Zentrums 
gesteigert wird, so kann die Atemtitigkeit bei alkalischer Reaktion auch 
mit der Reaktionstheorie in Einklang gebracht werden. Die Atmung 
braucht nicht verandert zu werden, wenn in dem MaBe, wie die H-Ionen- 
konzentration abnimmt und der Bicarbonatgehalt steigt, die Erregbar- 
keit des Atemzentrums zunimmt. Solange die Kationengleichgewichts- 
stérung besteht, die einen EinfluB auf die Erregbarkeit des Atem- 
zentrums gewonpen hat, wird auf das Zentrum eine geringere H-Ionen- 
konzentration einen ebensolchen Reiz ausiiben wie die héhere H-Ionen- 
konzentration auf das weniger erregbare Zentrum. Dabei ist, wie unter 


1) Kl. Gollwitzer-Meier, 1. c. 
2) Grant und Goldmann, Amer. Journ. of Phys. 52, 209, 1920. 
8) Gydérgy und Vollmer, diese Zeitschr. 140, 391, 1923. 
*) Gollwitzer-Meier und E. Meyer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 
70, 1924. 
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normalen Bedingungen, so auch bei einer Alkalose, eine ganz bestimmt 
H-lonenkonzentration fiir eine gewisse GréBe der Ventilation erforderlic); 
Wird diese H-lonenkonzentration, die auf ein viel niedrigeres Niveau 
eingestellt ist als der Norm entspricht, noch mehr verringert oder erhéhit 
so wird der Erfolg ein ahnlicher sein, als wenn man bei weniger erreg. 
barem Zentrum die entsprechende H-Ionenkonzentration verringert 
oder erhéht: die Atmung wird ab- oder zunehmen. Also kann auch be; 
einer Alkalose eine Erhéhung der Kohlensiurespannung im Blute dure}; 
Anderung der H-Ionenkonzentration zur Hyperpnoe fiihren. 

Mit Hilfe dieser Uberlegungen stehen die Beobachtungen bei alka. 
lischer Blutreaktion nicht im Widerspruch mit der Reaktionstheoric 
Es muB nur auBer dem Saéure-Basengleichgewicht auch ein Kationen- 
gleichgewicht im Blute eine Mitberiicksichtigung erfahren. 


Zusammenfassung. 


Na,CO, und NaOH beeinflussen bei langsamer Infusion die C0, 
Spannung des arteriellen Blutes kaum, die Atmung bleibt trotz stark 
alkalischer Blutreaktion nahezu unveriandert. Eine Infusion von 
NaHCO, erhéht zwar ebenfalls die Blutalkaleszenz, aber auch dic 
CO,-Spannung im Blute und die VentilationsgréBe. Infundiert man 
bei einer Alkalose infolge vorausgeschickter Na,CO,-Infusion HCl, so 
tritt eine Atemsteigerung auf, ahnlich der, die eine HCl-Infusion bei 
normaler Reaktion erzeugt. 

Die Versuche scheinen darauf hinzuweisen, daB die Alkalose selbst 
ohne Einflu8 auf die Atmung ist, wihrend jede Anderung der C0,,- 
Spannung auch die Ventilationsgr6éBe verindert. Nun ist jedoch der 
Reiz, den eine bestimmte H-Ionenkonzentration auf das Zentrum ausiibt, 
von der GréBe eines bestimmten Ionenquotienten abhangig, der somit 
die Empfindlichkeit des Atemzentrums fiir H-Ionen beeinfluBt. Dieser 
Quotient wird bei einer durch Alkaliinfusion erzeugten Alkalose wahr- 
scheinlich derartig verindert, daB eine Zunahme der Erregbarkeit des 
Atemzentrums angenommen werden kann. Die Bedeutung der H-Ionen- 
konzentration fiir die Atmungsregulation ist bei alkalischer Blutreaktion 
die gleiche wie bei normaler Reaktion, nur kann infolge einer erhéhten 
Erregbarkeit des Atemzentrums der fiir eine normale Atemtatigkeit 
erforderliche H-Ionenspiegel ein anderer sein. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foundation 
ausgefiihrt, fiir die ich auch hier bestens danke. 
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Zur Kenntnis der Glucosane. 
Nachtrag zu der friiheren') Mitteilung. 


Von 
Johannes Kerb und Elisabeth Kerb-Etzdorf. 


(Eingegangen am 8. August 1924.) 


In unserer friiheren Mitteilung hatten wir dargelegt, daB Anhydride 
des Frucht- und Traubenzuckers zuerst 1859 bzw. 1860 von Gélis be- 
schrieben, als Livulosan bzw. Glucosan bezeichnet und wohl von den 
eigentlichen Caramelsubstanzen unterschieden wurden. 

In einer kirzlich erschienenen Arbeit sprechen nun £.Graje und 
Erica von Schréder*) bei Beschreibung von Versuchen mit Livoglucosan 
von der Wirkungsweise des ,,Caramels* und zitieren einige Arbeiten 
des oben erwahnten franzésischen Chemikers®), in denen die Substanzen 
Caramelan, -len und -lin beschrieben sein sollen. Da uns aus dem 
Originaltext dieser Arbeiten bekannt war, daB dort von oben erwahnten 
Caramelsubstanzen tiberhaupt nicht die Rede ist, hielten wir eine Be- 
richtigung fir notwendig. 

Caramelan usw. sind bereits 1858 von Gélis*) beschrieben worden. 
Diese Koérper besitzen nicht die Zusammensetzung C,H,,0, bzw. 
(Cg Hyp O5) x. sondern sind simtlich wasseriirmer. Sie sind nicht durch 
Hydrolyse wieder in Zucker tiberzufiihren, welchen Unterschied von 
den Glucosanen Gélis*) in einer spateren Zusammenstellung ausdriicklich 
betont. Der Irrtum von Grafe und von Schréder beruht wahrscheinlich 
auf der falschen Angabe eines Lehrbuches. Z. B. gibt Tollens Kohlen- 
hydrate (1914, 8. 389) tatsiichlich fiir Glucosan und Caramelan usw. 
dieselben Literaturstellen an. 


1) Diese Zeitschr. 144, 60, 1924. 

2) Arch. f. klin. Med. 144, Heft 3. 

3) C. r. 48, 1062; 51, 331; Ann. Chim. (3) 57, 234. 

*) Ann. Chim. (3) 52, 352; 65, 496. — Anmerkung: In einer neverdings 
erschienenen Arbeit von Pictet (Helv. 7, 710) werden die alten Be- 
obachtungen von Gélis iiber Caramelan usw. durchaus bestatigt, der- 
gleichen unsere Beobachtung iiber Bildung eines Anhydridgemisches aus 
dem Rohrzucker. 


28* 
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Jedenfalls sind die ausnutzbaren Bestandteile der frither von Gra/. 
benutzten ,,Caramele Glucosane. Es wire auch véllig unverstandlic) 
daB die unverzuckerbaren Caramelsubstanzen im Kérper vollig ver. 
brannt werden kénnten. 

Noch ein weiterer Irrtum befindet sich bei den oben erwahnten 
Autoren. Aus dem Rohrzucker hat Gélis das Lavulosan abgespalten 
nicht das Liavoglucosan. Infolgedessen haben auch die friihere: 
,.Caramel“arbeiten von Grafe nichts mit dem Lavoglucosan zu tun 
Auch die Darstellung des Livoglucosans ist nicht mit der Bildung 
von a-Glucosan zu vergleichen, wie es in der Arbeit von Grafe und vor 
Schroder geschieht. Wahrend es sich im letzteren Falle um Abspaltung 
von einem Molekiil Wasser aus einem Molekiil Glucose handelt, wird 
bei der Darstellung des Livoglucosans der Komplex des Stirke- ode 
Cellulosemolekiils gesprengt und das monomolekulare #-Anhydrid 
vielleicht in Starke und Cellulose bereits als solches enthalten, destilliert 
im Vakuum iiber. In unserer friiheren Mitteilung haben wir dargeleg: 
da8 uns der Gedanke kam, das Livoglucosan bzw. seine Polymeren in 
hocherhitzten Mehlen und Gebiicken zu suchen, deren relativ gut: 
Bekémmilichkeit fiir Diabetiker ja seit langem bekannt war. Fiir das 
monomolekulare Lavoglucosan konnten wir die Unrichtigkeit dieser 
Annahme schon darlegen, auch das Tetralivoglucosan konnten wir in 
hocherhitzten Starkemehlen bisher noch nicht nachweisen. Die noch 
héheren Polymeren Hexa- und Oktalivuglucosane sollen nach Pictet! 
nur bei héheren Drucken entstehen. 

Die von Grafe und von Schréder gefundene Nichtvergiirbarkeit 
von Lavoglucosan durch Koli haben wir ebenfalls in unserer vorigen 
Mitteilung schon erwahnt. 

Was das beim Erhitzen der Glucosane entstehende Produkt an- 
betrifft, so bediirfen die Angaben Pictets®) einer dringenden Korrektur 

Karrer*) und Brigl*) fanden bereits, daB sich die Darstellung des 
monomolekularen a-Glucosans unter den von Piclet angegebenen 
Bedingungen nicht reproduzieren laBt. 

Uns war in einigen Versuchen mit kleinen Mengen unter gewissen 
Kautelen die Darstellung der von Pictet beschriebenen Kristalle ge- 
lungen. Spiter stellten wir gréBere Quantitaten Glucosan zu klinischen 
Versuchen dar, wobei wir naturgem&B schon der Kostspieligkeit wegen 
auf das Umkristallisieren verzichten muBten und nur Wert auf ein 
zuckerfreies therapeutisch brauchbares Priparat legten. Die genaue 
Nachpriifung dieser Priaparate ergab aber, daB auch aus dem aller- 


1) C. 1922, ITI, 346. 

2) Helv. 8, 645; 4, 613. 
3) Helv. 6, 399. 

*) H. 122, 256, 1922. 
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reinsten Traubenzucker unter Piciets Bedingungen auch ohne jedes 


Kondensationsmittel Polymere bis zum vierfachen Molekiil entstehen. 
Die Annahme Brigls') konnten wir also bestitigen. Wir gedenken 
spater ausfihrlich dariiber zu berichten. Auch die Karamose von Merck 


ist ein polymeres Produkt. Therapeutisch ist dieser Umstand von 
Bedeutung, weil diese Substanzen véllig kochbestandig sind. 
Gegentiber den Blutzuckerbestimmungsmethoden zeigen die poly- 
meren a-Glucosane ein unterschiedliches Verhalten. Nach der Bang- 
mikromethode zeigen 0,1- bis 0,2proz. Lésungen tiberhaupt keine 
Reduktion. Nach der Benedict-Lewisschen kolorimetrischen Pikrin- 
siuremethode zeigen sie eine Reduktionskraft von etwa einem Viertel bis 
einem Drittel der gleichen Glucosemengen. Uber inzwischen ausge- 
arbeitete Methoden zur Bestimmung der Glucosane berichten wir spiiter. 
Das von Grafe und von Schréder gefundene Absinken des Blutzuckers 
nach Lavoglucosan ist nicht charakteristisch fiir diese Substanz. Wir 
berichteten bereits tiber dieselbe Beobachtung nach dem von uns be- 
nutzten Glucosanpraparat (wie sich herausstellte, war es Tetraglucosan). 
Im itibrigen méchten wir betreffs unserer Auffassung von der 
Glucosanwirkung auf die zurzeit im Druck befindliche Arbeit des einen 
von uns in der Zeitschrift fiir die ges. experimentelle Medizin hinweisen. 








Uber einen neuen porphyrinartigen Bestandteil 
normaler menschlicher Fizes. 


Von 
D. Kémeri. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ung. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 8. August 1924.) 


Mit 1 Abbildung im Text, 


Die Frage der natirlichen Porphyrine wurde durch die grund.- 


legenden Arbeiten von Hans Fischer’) einerseits und von O. Schumm? 
andererseits um einen michtigen Schritt vorwarts gebracht, und kan: 
es heute als feststehend angesehen werden, daB im menschlichen Kérper 
weder Himato- noch aber Mesoporphyrin gebildet werden, sondern 
im Darm unter physiologischen Umstinden nur Koproporphyrin 
CygHggN,O, (das als solches in den Harn iibergeht), unter pathol 
gischen Umstianden meistens ebenfalls nur Koproporphyrin, und nu 
in Fallen von sogenannter kongenitaler Porphyrinurie kommt es zw 
Bildung und Ausscheidung des sogenannten Uroporphyrins, Cyg Hag N40, 
im Harn. 

Doch ist die Frage mit diesen bedeutungsvollen Feststellunge: 
noch lange nicht erledigt. Denn in rascher Folge wurden immer neuer 
von den oben genannten sowohl wie auch voneinander mehr oder minder 
gut unterscheidbare Porphyrine in verschiedenen tierischen Organea unc 
Saften aufgefunden, so daB das Tatsachenmaterial zurzeit ein selu 
kompliziertes und wenig iibersichtliches ist. 

Durch den Fischerschen Vorschlag*), die Porphyrine in Form ihre: 
Methyl- und Athylester zu isolieren, und sie in dieser Form zu agnoszieren 
bzw. die reinen Porphyrine aus den Estern in freiem und nunmelu 
reinem Zustande zu erhalten, sowie durch die meisterhaft entwickelt: 
spektrometrische und spektrographische*) Technik von Schumn 
ist wohl der aussichtsvolle Weg gezeigt, wie jenes Tatsachenmateria 
gesichtet und wie weiter geforscht werden kénnte. Und doch ist es 
leider sehr erschwert, diesen Weg zu betreten, einzig aus dem Grund: 

1)?) Uberwiegend in den letzten Jahrgiingen von H. 


3) Hans Fischer, H. 95, 34, 1915. 
*) O. Schumm im Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 6, 389. 
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weil die Porphyrine, soweit es sich um physiologische Produkte handelt, 
fir gew6hnlich nur in auBerst geringen Mengen im Kote (im Harn, im 
Serum) enthalten sind, und weil das Unterfangen, sie in gréBeren zur 
Analyse geeigneten Mengen herzustellen, noch ehe es angegangen wiirde, 
wenigstens hierzulande von vornherein an dem Kostenpunkte zu scheitern 
verurteilt ist. 

Aus diesem Grunde war es mir nicht méglich, das in der Aufschrift 
dieser Mitteilung angekiindigte neue Porphyrin wirklich chemisch rein 
oder in Form seiner Ester darzustellen und alle seine Eigenschaften 
endgiiltig festzustellen. Ich muB mich darauf beschrinken, mitzuteilen, 
wie der neue Farbstoff in annéhernd reiner Lésung erhalten werden kann, 
und welches seine spektralen Merkmale sind. 

Zu dem neuen Farbstoff bin ich im Verlaufe von Untersuchungen 
gekommen, die eigentlich ausgefiihrt wurden, um zu entscheiden, ob 
Koproporphyrin auch wirklich, wie Fischer und Schneller!) sagen, 

. nahezu in jedem, vielleicht in jedem normalen Kote enthalten ist“. 
Meine Untersuchungen ergaben, daB dies wirklich der Fall ist. DaB 
aber der von mir in den normalen Fazes nie vermibte und als Kopro- 
porphyrin angesprochene Farbstoff auch wirklich Koproporphyrin ist, 
soll nachfolgend unter A gezeigt werden. 


A. Koproporphyrin in normalen Fizes. 

Ich habe Kot von Personen, die, Fleisch inbegriffen, gemischte 
Kost genossen hatten, nach der Fischer- und Schauwmannschen®) Eis- 
essigithermethode verarbeitet. Frischer, in einigen Fallen auch ge- 
trockneter und pulverisierter Kot wird mit dem halben Volumen Alkohol 
und dem gleichen Volumen Ather verrieben, nach einigem Stehen filtriert, 
der Riickstand mit einem Gemisch, bestehend aus dem gleichen Volumen 
Ather und 1, bis 4% Volumen Eisessig verrieben, riltriert, das Filtrat 
mit Wasser essigsiurefrei gewaschen, und dies so lange fortgesetzt, bis 
das Waschwasser sich nunmehr beinahe farblos vom Ather trennt. 
Nun wird der Ather mit 5proz. Salzsiure unterschichtet und geschiittelt, 
worauf der Farbstoff sofort mit braunroter Farbe in die Saureschicht 
iibergeht. Die saure Lésung wird jetzt so lange mit verdiinnter Natron- 
lauge versetzt, bis sie Kongo nicht mehr bliut, es wird essigsaures 
Natrium in konzentrierter Liésung hinzugefiigt und mit Ather aus- 
geschiittelt, worauf der Farbstoff wieder in den Ather tibergeht. Dieser 
Vorgang wird abwechslungsweise wiederholt und dabei konstatiert, 
daB das vierbandige Spektrum der blaB braunroten atherischen bzw. das 
zweibandige Spektrum der salzsauren Lésung immer schirfer und 
scharfer zu sehen ist und die Lage der Maxima sich nicht mehr andert. 


1) Fischer und Schneller, H. 180, 302, 1923. 
2) Fischer und Schaumann, H. 128, 162, 1923. 
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Die Bestimmung der Absorptionsmaxima habe ich bei Gasgliihli 
an einem Bunsen- und Kirchhojfschen Prismenspektroskop ausgefiil 
dessen Orientierungsskala vorangehend sorgsam kalibriert war. Daj 
die an diesem Apparate erhobenen Befunde richtig sind, geht aus ei: 
Reihe von vergleichenden Bestimmungen an Kaliumpermanganat. 
lésungen hervor, an denen auch ich beteiligt war, und deren Ergebnisy 
von Helene Gombos') mitgeteilt wurden. Die Ubereinstimmung dies: 
von mehreren Beobachtern erhobenen Befunde, die zudem noch dure! 
Ablesungen an einem Zeissschen Gitterspektroskop kontrolliert wurden 
leisten geniigende Gewahr fiir die Richtigkeit meiner auf das Kopr: 
porphyrin (sowie auf das weiter unten zu behandelnde Porphyri: 
beziiglichen Daten 

Nachstehend ist die Lage der Absorptionsmaxima, richtiger di 
Mitte der Absorptionsstreifen, wie sie in den reinsten Lésungen meine: 
Praparate sichtbar waren, zusammengestellt, und sind des Vergleiche: 
halber auch die Werte verzeichnet, die Fischer und Schneller*) eine: 
seits, Schumm) andererseits an ihren Priparaten erhielten. 


a) In Ather, uu. 





Fazes-Nr. I ll Il IV 

1 623 574 529 495 

2 622 574 529 496 

3 623 574 532 498 

4 623 574 532 499 

9 622 577 531 497 

11 623 577 &§31 496 

12 624 577 533 499 

18 623 577 535 500 
19 ‘ 622 575 532 (492?) 

Mittelwerte..... 623 575"/, 581'/, 497°), 

Fischer u. Schneller . 623,7 571,2 528.5 498.6 


Beriicksichtigt man, daB das von mir untersuchte Koproporphyrin 
keinen Anspruch auf chemische Reinheit erheben kann, so ist die Uber- 
einstimmung mit den Fischer- und Schnellerschen Werten am ersten 
Streifen eine sehr gute, auch am vierten Streifen recht gut, am wenigsten 
betriedigend am zweiten Streifen. 

Im Besitze meiner im Absatz B dieser Mitteilung erérterten Erfahrunge: 
kénnte als Ursache dieser Unstimmigkeit in Erwigung gezogen werden, 
daB meine Koproporphyrinlésungen vielleicht durch ein chloroformlésliches 
Porphyrin verunreinigt seien. Daher habe ich das in der beschriebenen 
Weise gereinigte Koproporphyrin aus der atherischen Lésung wieder i 
Salzsiure iiberfiihrt, diese Lésung mit Chloroform ausgeschiittelt, dan: 

1) Helene Gombos, diese Zeitschr. 151, 7, 1924. 


2) Fischer und Schneller, H. 180, 302, 1923. 
5) O. Schumm, H. 98, 162, 1916. 
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neutralisiert und den Farbstoff wieder in Ather zuriickgefiihrt. In dieser 
Lésung ergaben sich folgende Maxima: 





Fares-Nr I Il Il IV 
15 622 577 533 496 
16 622 577 536 496 
17 622 577 538 496 
18 622 577 533 494 
19 622 576 530 404 
Mittelwerte. .... 622 577 534 495 


Die Ubereinstimmung mit den Fischer- und Schnellerschen Werten ist 
also keine bessere, ja stellenweise eine schlechtere geworden. 

Diese Unstimmigkeiten riihren, wie gesagt, zum gréBten Teile sicher 
davon her, daB ich nicht nach chemischen Prinzipien gereinigtes Kopro- 
porphyrin in Handen gehabt habe, zum Teil diirfte sie aber durch 
folgenden Umstand bedingt sein. 

An einzelnen Priaparaten ist es mir ohne besondere Mihe gelungen, 
den sogenannten zweiten Streifen und seine Umgebung in mehrere 
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Streifen zu sehen; zwischen diesem Abb. 1. 
und dem zweiten Streifen war das 
Feld etwas verdunkelt. Es folgten also einander (nach dem immer sehr 
deutlichen ersten Streifen): Ein schmaler Streifen (in der Abb. | sind 
seine Rander mit @ und 6 bezeichnet); ein etwa 7 wp breiter schwacher 
Vorschatten (zwischen 6 und c); ein etwa 15 wu breiter dunklerer Vor- 
schatten (zwischen c und d); endlich ein etwa 4 mu breiter Streifen 
(zwischen d und e). 

Die beiden Rander (a und 6) des rotwirts gelegenen schmalen 
Streifens konnte ich nur in einem einzigen Versuche (s. die Abbildung) 
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genau ablesen, in allen anderen entweder bloB den rotwarts gelegenen 
Rand (a) oder aber die Mitte zwischen a und 6. Diese Ablesungen 
sowie die von c, d und e sind nachfolgend zusammengestellt : 





1 bis b 
Fazes«Nr a Mitte b ¢ d ¢ 

l 607 —_ — ~- — — 

2 —- 597 — 583 570 567 

3 — 596 = 583 570 566 

4 —_ 598 — — a — 

5 — 600 -_ — — a 

9g — 597 — — — — 

14 607 — — 588 570 566 

18 602 — -= 588 570 566 
19 602 _ 595 586 570 566 
Mittelwerte. . 605 598 595 586 570 566 


Nun werden die schmalen Streifen a bis 6, das schwach verdunkelte 
Feld 6 bis c, sowie auch der schmale Streifen d bis e von den Autoren 
kaum beschrieben und auch ich habe sie, wie erwaihnt, nicht immer 
gesehen. Dann ist es aber auch klar, daB, je nachdem einer oder ein 
anderer dieser Vorschatten tiberhaupt bemerkbar ist oder nicht, bzw. ob 
er bei der Berechnung der Streifenmitte beriicksichtigt wird oder abet 
nicht, sich fir letztere ein etwas verschiedener Wert ergeben mub 

So bemerken auch Fischer und Schneller zu ihrer Tabelle'): ,,Stets 
wurde die Streifenmitte so bestimmt, daB als Beginn und Ende des Streifens 
die starkste Beschattung angenommen wurde. Oft war eine Vorbeschattung 
vorhanden; wo diese beriicksichtigt ist, ist dies als zweite Streifenmitte 
in Klammern gesetzt**. In meiner obigen Zusammenstellung betrigt die 
mittlere Entfernung zwischen a und c 595% au. Diese Spektralstelle kénnte 
der von Fischer und Schneller sogenannten zweiten Streifenmitte ent- 
sprechen, die von diesen Autoren fiir Koproporphyrin bei 597,3 44 ge 
funden wurde. 

b) In salzsaurer Lésung, up. 








In 5proz. HCI In 25proz. HCl 
FazessNr. saiiiiacnai lactiaie ‘ i heeeimaii 

I Il Il IV vV I Il it IV Vv 

2 5909 — 58 —- — — -- —_— —- 

3 594 — 349 -—- —- — _-_ — — — 

9 5038 | — 553 | — | — | — —_\i— — — 

ll 593 | — 550 — — — =v : iat 

12 593 | — 5651 —_-_ —-— — _-_ — — _ 

18 596 — 553 | — — 598 | — | 554 — a 

_ er Sea). ARREARS. Ae 
Mittelwerte .. .||508 | — |550 | — — |\507 | — |5581,) — | — 
Fischeru. Schneller*) || 590.4, — 5475,—- — — — -- a — 
Schumm*) . ...|| — | — | — | — | — | 593,1| 573,5) 549,9 | 524.5) 509.3 








1) Fischer u. Schneller, H. 180, 324, 1923. — #) H. 180, 324, 1923. — 
8) H. 98, 171, 1916. 
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Um daher einen Vergleich mit den fremden Daten iiberhaupt zu 
rméglichen, habe ich bei der Berechnung der Mitte des zweiten Streifens 
nur die Strecke c bis e in Betracht gezogen, auch die wenig deutlichen 
Vorschatten am dritten und vierten Streifen vollkommen itibergangen. 

In der salzsauren Lésung ist also die Ubereinstimmung mit den 
Fischer- und Schnellerschen Werten sowohl wie mit den Schummschen 
weniger gut als in der &therischen Lésung. 

Die mit’ Chloroform ausgeschiittelten salzsauren Lésungen ergaben 
folgende Werte: 





In 5proz. HCI In 25proz. HCI 
Fazes«Nr. a aE SEES ee ee eee 

I Il I Hl 
14 593 551 593 551 
15 595 556 _ — 
16 | 593 551 595 551 
17 593 551 595 554 

18 594 553 595 55 
19 593 549 596 553 

Mittelwerte. .... 593)), | 552 59D 552! , 


Durch das Ausschiitteln mit Chloroform wurde also keine wesentlich 
bessere Ubereinstimmung erzielt. 

Es kann trotz der geringen Unstimmigkeiten in den atherischen, 
der gréBeren in den salzsauren Lésungen nicht daran gezweifelt werden, 
daB das Porphyrin, das ich aus den untersuchten Fazes erhielt, Kopro- 
porphyrin war, wenn ich auch nicht in der Lage war, es durch Uber- 
fiihrung in den Ester zu identifizieren bzw. nach Verseifung des Esters 
in chemisch reinem Zustande zu priifen. Dann ist es aber auch erwiesen, 
daB der porphyrinartige Koérper, den ich aus normalen Fazes neben 
dem Koproporphyrin erhielt, und der in seinen Eigenschaften sich scharf 
von Koproporphyrin unterscheidet, nichts mit diesem zu tun hat. 
Uber dieses Porphyrin soll nachstehend unter B berichtet werden. 


B. Das neue Porphyrin. 


Darstellung. Der mit Alkoholaither extrahierte menschliche Kot 
gibt, wie unter A erwahnt, das Koproporphyrin an das Eisessigither- 
gemisch, und dieses, nachdem es von der Essigsiure frei gewaschen ist, 
an 5proz. Salzsiure ab. Durch zwei- bis dreimal wiederholtes Schiitteln 
des Athers mit Salzsiure lassen sich noch weiterhin sehr geringe und 
abnehmende Mengen von Koproporphyrin gewinnen, dann aber nicht 
mehr. Dies ist daran zu erkennen, daB sich die salzsaure Schicht nicht 
mehr wie bisher bliulichrot firbt, sondern nunmehr ungefarbt vom Ather 
trennt. LaBt man aber den anscheinend erschépften Ather mit der 
darunter geschichteten Salzsiure 6 bis 7 Stunden lang stehen, so wird 
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man an gewissen Fdzes nach Ablauf dieser Zeit iiberrascht sein, zu sehen 
daB sich die salzsaure Schicht wieder intensiv bléulichrot gefdrbt hut 
Man méchte meinen, daB es weiteres Koproporphyrin ist, das man aut 
diese Weise gewonnen hat, wird aber bald eines Besseren belehrt. Denn 
wird die salzsaure Flissigkeit mit essigsaurem Natrium versetzt, ver- 
dimnte Natronlauge hinzugefiigt und mit Ather geschiittelt, so farbt 
sich letzterer in dem Mabe, wie tropfenweise mehr und mehr Laug: 
hinzugefigt wurde, erst blauviolett, dann griinblau, und endlich 
rein griin. Es handelt sich also nicht um Koproporphyrin, sondern 
um einen — wir wollen zunichst nur sagen — anderen Farbstoff. 


Das erste, woran man beim Erhalten eines griingefarbten atherischen 
Extraktes aus Menschenfizes denken muB, ist natirlich Chlorophyll, 
zumal in den von mir untersuchten Fallen der Genu8 von griinem 
Gemiise nicht ausgeschlossen war. Um keinerlei Zweifel dariiber walten 
zu lassen, ob ich es mit Chlorophyll zu tun habe oder nicht, habe ich als 
Gemiise zubereiteten Spinat genau nach der Fischer- und Schaumann- 
schen Eisessigithermethode behandelt und in der so erhaltenen griin- 
gefarbten atherischen Loésung die Lage der Absorptionsmaxima be- 
stimmt. Nachfolgend sind die von mir hierbei erhobenen Befunde 
zusammengestellt, daneben des Vergleiches halber auch die Maxima 
verzeichnet, die beziiglich eines alkoholischen oder atherischen Fazes- 











extraktes (nach GenuB chlorophyllhaltiger Speisen) von Neuberg*) 
angegeben wurden: 
| Meine Ablesungen Neuberg (Gitterspektroskop) | Neuberg ( (Prismenspektroskop) 
uu wu un 
665 662 661 
| 609 | 607 608 

561 560 563 

— 540 538 

508 509 _— 

478 478 -— 

450 452 —- 


Die Ubereinstimmung ist, wie ersichtlich, stellenweise vorziiglich, 
im allgemeinen recht gut. Vergleicht man aber diese Maxima mit jenen, 
die der grimen atherischen Lésung des von mir gefundenen Farbstoffs 
eigen sind (s. weiter unten), so kann kein Zweifel dariiber bestehen, 
daB es sich hier nicht um Chlorophyll handeln kann. Hiergegen spricht 
auch der gewichtige Umstand, daB Chlorophyll aus seiner atherischen 





1) C. Neuberg, Der Harn usw. 2, 1209. 
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Lésung nicht in wisserige Sa'zsiiure tiberfiihrt werden kann, wihrend 
dies an meinem Farbstoffe in demselben hohen Grade der Fall ist, wie 
an anderen Porphyrinen. 

Es kénnte aber auch sein, daB mein Farbstoff nichts anderes als 
ein Umwandlungsprodukt des Chlorophylls sei, aus diesem unter Ein- 
wirkung von Verdauungsfermenten bzw. gewisser Garungs- und Fiiulnis- 
erreger hervorgegangen. Um dies zu entscheiden, habe ich Fiizes nach 
reichlichem GenuB von Spinat und Sauerampfer nach der Fischer- 
und Schaumannschen!) Methode verarbeitet und konstatieren kénnen, 
daB aus diesen an Chlorophyll tberreichen Fizes nicht mehr vom 
neuen Farbstoff gewonnen werden konnte als aus Fizes nach voll- 
stindiger Enthaltung von Gemiisen. 

Auch Snapper*) fand ,,... in den Fazes von Menschen mit 
gesundem Magen und Darm, die chlorophyllhaltige aber haimoglobin- 
freie Diat erhielten, nie Porphyrinspektra vor‘. 

Eigenschajten des neuen Farbstoffes. Eine wichtige Eigenschaft des 
neuen Farbstoffs ist, wie bereits vorangehend ausgefiihrt, die, daB er 
in salzsaurer Lésung blaulichrot gefarbt ist, dhnlich wie das Kopro- 
porphyrin, nach dem Abstumpfen der Saéure aber mit griiner Farbe in 
Ather tibergeht, wihrend Koproporphyrin dies mit braunroter Farbe tut. 

Eine zweite Eigenschaft, wodurch sich mein Farbstoff von Kopro- 
porphyrin, Uroporphyrin usw. unterscheidet, mit einigen neu _be- 
schriebenen Porphyrinen, wie dem von Papendieck*) in normalen 
Fazes neben Koproporphyrin aufgefundenen, oder von Schumm *) aus 
Fleisch dargestellten aber tibereinstimmt, ist, daB er aus der salzsauren 
Lésung auch in Chloroform iiberfiihrt werden kann. Die so entstehende 
Lésung hat einen blaulichroten, mehr Blau enthaltenden Farbenton, 
wihrend das von Schumm aus Fleisch hergestellte Porphyrin sich in 
Chloroform mit griiner®) Farbe lést. 

Am wichtigsten ist das spektrale Verhalten des Farbstoffs. Um das 
Spektrum konstant und daher charakteristisch zu erhalten, muB die 
griine aitherische Lésung oft, bis zu zehn- bis zw6lfmal, mit destilliertem 
Wasser gewaschen und der Farbstoff wiederholt in Salzsiure und aus 
dieser wieder in Ather tiberfihrt werden. Uber diese Absorptions- 
maxima erhalten wir aus nachstehender Zusammenstellung AufschluB, 
in der des besseren Vergleiches halber auch die Maxima des Kopro- 
porphyrins angefiihrt sind. 


1) le. 

®) J. Snapper, Arch. f. Verdauungskrankheiten 25, 237, 1919. 

8) Siehe weiter unten. 

*) O. Schumm, H. 188, 308, 1924. 

5) Griin ist auch die Lésung des Hiamatoporphyrin-Methyl-Esters 
in Chloroform. Schumm, H. 182, 24, 1923. 
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a) In Ather, up. 





b) In Salzsdure, up. 


Fazes-Nr. I ll Il IV 
6 637 582 532 — 
7 636 579 532 498 
10 639 581 — ce 
ll 637 583 536 500 
14 639 (597?) 536 499 
20 639 586 536 500 
Mittelwerte . wg 638 582 534 499 
Koproporphyrin 
(Fischer u. Schneller) . 623.7 571.2 528.5 498.6 





Fazes«Nr In 5proz. HCl In 25proz. HCl 
6 598 553 _— — — —_ 
7 597 553 — — — — —- 
9 600 559 -— — _— — 
1] 600 557 — — — - - 
14 595 557 595 — 557 - -- 
17 _- (6017) _- 558 _- — 
18 --- _ 595 — 554 — -- 
20 — a 595 — 556 — — 
Mittelwerte . .. 598 556 595 — 556 — -- 
Koproporphyrin 
(Fischer u. Schneller). 5904 547.5 — —_ — — 
ee 7g 04s —_— — 593,1 5735 5499 5245 5093 


Also sind gegeniitber dem Koproporphyrin beinahe alle Absorptions- 
maxima mehr oder minder stark nach dem roten Spektralende ver- 
schoben, und zwar in der atherischen Lésung am ersten Streifen um 
ein ganz Bedeutendes, am zweiten und dritten Streifen weniger, am 
vierten gar nicht. In der 5proz. salzsauren Lésung ist die Verschiebung 
an beiden Streifen gleich stark. 

Es ist demnach ganz sicher, daB der von mir gefundene Farbstoff 
kein Koproporphyrin ist. Andererseits gleicht er aber beziiglich seines all- 
gemeinen spektralen Verhaltens durchaus den bisher bekannten natiir- 
lichen Porphyrinen: Er weist in atherischer Lésung ein vierbandiges, 
in salzsaurer Lésung ein (wenigstens an dem von mir benutzten einfachen 
Apparat) ein zweibandiges Spektrum auf, so daB kein Zweifel dariiber 
bestehen kann, daB wir es auch in diesem Farbstof{fe mit einem Porphyrin ; 
; zu tun haben. Es unterscheidet sich aber von den bisher bekannten 
einerseits durch die erwaihnten Léslichkeitsverhaltnisse, andererseits 
durch die Farbe seiner Lésungen, und es ist auch die Lage der Absorptions- 
maxima mehr oder minder verschieden von denen der tibrigen Porphyrine 0 
Am nahesten kommt es beziiglich der Lage der Absorptionsmaxima 
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dem Snapperschen!), dem von Kdmmerer*) beschriebenen und dem 
von Papendieck*) neben Koproporphyrin in normalem Fizes auf- 
gefundenen Porphyrin, wie aus nachstehender Zusammenstellung hervor- 


geht. 
In Ather, uu. 








Das neue Porphyrin . . 638 582 — 534 499 
Snappers Porphyrin . . 632 585 — 542), _— 
Kdmmerers Porphyrin . 632,6 _— 5749 5333 | 498,1 
Papendiecks Porphyrin . 632 585 575}, 535 | 501 

In 5proz. Salzsaure uu In 25proz. Salzsiure uu 
Das neue Porphyrin . . || 598 — 556 595 _- 556 
Snappers Porphyrin‘) . —— _- ae 602.5 -- 557}), 
Kdmmerers Porphyrin . || 600.8 5788 5547 602.5 — 556,8 
Papendiecks Porphyrin . _ a — 603), 581 5571/5 


Zu bemerken wiire noch folgendes: Auf 8. 440 habe ich erwihnt, 
daB ich den Versuch gemacht habe, die salzsaure Lésung des Kopro- 
porphyrins durch Ausschiitteln mit Chloroform, in dem Koproporphyrin 
bekanntlich nicht léslich ist, zu reinigen. Die Chloroformlésung war 
etwas gefirbt, daher kann angenommen werden, daB es tatsiichlich 
gelungen ist, das Koproporphyrin von einem begleitenden Farbstoff 
zu befreien. Spektroskopisch untersucht, ergab diese Chloroformlésung 
nachstehend zusammengestellte Absorptionsmaxima, denen ich die 
Maxima der Chloroformlésung des neuen Porphyrins zur Seite gestellt 
habe : 





FazessNr. Begleitstoff des Koproporphyrins Das neue Porphyrin in 
in Chloroform gelést Chloroform gelést 

14 606 555 603 564 

15 606 557 —_ -—_ 

16 606 557 wm ay 

18 604 559 _ .s 


Obgleich ich bloB tiber eine einzige Beobachtung des in Chloroform 
gelésten neuen Porphyrins verfiige, kann ich mich der Annahme nicht 
verschlieBen, daB der Farbstoff, der das Koproporphyrin in der salz- 
sauren Lésung begleitet bzw. verunreinigt hatte, dem neuen Porphyrin 
ihnlich oder gar mit ihm identisch war. 


Angesichts der ansehnlichen Zahl der in den letzten Jahren neu 
aufgefundenen Porphyrine, welche Zahl sich durch das von mir be- 


1) l.c., S. 233. 

2) Daten bei Fischer und Schneller, |. c., 8. 324. 

5) Zum ersten Male erwahnt bei A. Papendieck, H. 128, 109, 1923; 
obige neueren Daten bei O. Schumm, H. 186, 250, 1924. 

*) Salzsiurekonzentration nicht angegeben. 
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schriebene um eins vermehrt, muB man sich unwillkiirlich fragen 
ob alle diese Porphyrine auch wirklich voneinander verschieden 
chemische Verbindungen seien? Ob man es nicht eher in mehreren 
unter ihnen mit demselben Kérper zu tun habe, der je nach der ver- 
schiedenen Provenienz (verschiedene Organe oder Sifte) bzw. nacl 
der verschiedenen Darstellungsart verschiedenartig verunreinigt er- 
halten wurde ? 

Diese Frage wird sich mit Sicherheit wohl nur beantworten lassen 
wenn die chemische Analyse, z. B. der Ester oder der tiber die Ester 
gereinigten freien Porphyrine, konsequent durchgefiihrt sein wird. Zur- 
zeit 1aBt sich nur so viel sagen, da8 — von Himato- und Mesoporphyrin 
abgesehen — nur Kopro- und Uroporphyrin, die exakt analysiert sind 
als chemische Individuen anerkannt werden kénnen ; von einigen anderen 
natiirlichen Porphyrinen hingegen kann es sich herausstellen, daf 
die Entdecker einen und denselben Kérper in verschiedenartig ver- 
unreinigtem Zustande in Hinden gehabt haben. 


Die Mittel, die zur Ausfiihrung der oben beschriebenen Unter- 
suchungen nétig waren, wurden zum gréBten Teil von Herrn Prof 
L. Nékam, dem Vorstande der hiesigen dermatologischen Universitats- 
klinik, zur Verfiigung gestellt, wofiir ich an dieser Stelle meinen innigsten 
Dank ausspreche. Die Arbeit wurde unter Leitung des Herrn Prof. Hari 
ausgefiihrt. 
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Zur Biochemie der Strahlenwirkungen. 


Il. Mitteilung: 


Der EinfluB der ultravioletten und Réntgenstrahlung auf den Wasser-, Salz- 
und Eiwei8bestand des Serums. 


Von 
Christian Kroetz. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 


(Eingegangen am 12. August 1924.) 


Uber den Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen sind in 
der Literatur eine Reihe von Arbeiten vorhanden, die aber in Frage- 
stellung und Versuchsmethodik nicht ganz befriedigen. Es war daher 
notwendig, mit erweiterter Fragestellung und einwandfreier Versuchs- 
anordnung dieses Gebiet nochmals experimentell zu bearbeiten. 


Die Konzentrationsiinderung des einen oder anderen Anions oder 
Kations kann durch kompensatorische Verschiebungen anderer Ionen in 
ihrem biologischen Effekt aufgehoben und damit das bestehende Jonen- 
gleichgewicht auf seinem Werte erhalten werden. Zu fordern ist daher, 
da8 in Reihenuntersuchungen iiber die Art der Strahleneinwirkung méglichst 
alle serumeigenen anorganischen Ionen gleichzeitig bestimmt werden. 
Diese Forderung scheint bisher nicht beriicksichtigt, woraus sich eine Anzahl 
der in der einschlagigen Literatur niedergelegten Widerspriiche erklaren laBt. 

Ionenverschiebungen, die das Ergebnis von Reihenuntersuchungen iiber 
den Einflu8 der Strahlen auf den Mineralgehalt des Serums stark falschen 
kénnen, werden bereits durch unzweckmiéBige Gewinnung des Serums 
hervorgerufen. Schon verhaltnismaBig geringe Veriinderungen in der 
CO,-Spannung des Blutes vermégen einen quantitativ recht erheblichen 
Austausch saurer und basischer Valenzen zwischen Kérperchen und Serum 
zu veranlassen. Zu fordern ist daher, daB das Serum bei der im Blute 
herrschenden C O,-Spannung von den Kérperchen abgetrennt wird. Diesem 
Zweck dient die Entnahme des Blutes unter Paraffinél. Einige chemische 
Methoden (vor allem die K-, in geringem MaBe auch die Ca-Bestimmung 
nach Kramer und Tisdall) sind auBerordentlich empfindlich gegen geringe 
Beimengungen von Blutfarbstoff zam Serum. Beim Kalium geniigt schon 
ein langer als halbstiindiges Zusammenbleiben von Erythrocyten und Serum, 
um die K-Werte bis auf das Doppelte zu erhéhen'). Auch diese Fehler- 
quellen sind natiirlich zu beachten. Die K-, Ca-, Na-Bestimmungen wurden 
in den ersten 2 Stunden angesetzt. 


1) Wilkins und Kramer, Ber. f. d. ges. Physiol. 21, 403, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 151. 29 
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Die in den vorliegenden Versuchen benutzte Methodik ist in der erst 
Mitteilung') eingehend besprochen. Die Versuchspersonen sind diesel}. 
wie in jener. Wahrend dort die experimentellen Daten iiber die Anderung:. 
der aktuellen Reaktion und der Alkalireserve des Gesamtblutes nied: 
gelegt sind, werden hier in Kiirze die experimentellen Belege fiir die V: 
schiebungen des Wasser-, Salz- und EiweiBbestandes des Serums gebrac!}: 
Ihr Ergebnis ist teilweise schon in die Erérterungen der ersten Mitteilung 
eingegangen. 

I. Die Wasserverschiebungen. 

Sie werden den Trockensubstanzwerten des Serums entnomme 
In den auftretenden Bewegungen dieser Werte lassen sich zwei Phase: 
unterscheiden, eine friihe, fliichtige, zeitlich ungefahr der ersten Stund: 
nach der Bestrahlung entsprechende, und eine spiitere, dauernd: 
ungefahr mit der zweiten Stunde der Nachwirkungszeit beginnende und 
tagelang anhaltende. Ebenso begrenzte Stadien waren bei den Ande. 
rungen der aktuellen Reaktion des Blutes aufgewiesen worden. Das 
flichtige Stadium der Acidose geht in den Licht- und Réntgenversuche: 
mit einer mehr oder weniger deutlichen Wasserzunahme des Serum: 
einher. 

Die Abnahme der Trockensubstanz betrigt fiir das Ultraviolettlicht 
3,3 und 2,6 Proz. (He.), 4,4 Proz. (Zi.), fiir die Réntgenstrahlen 3,5 Proz 
(Ze.), 5,8 Proz. (Ka.) und 0,6 Proz. (Neu.) des Ausgangswertes; der Lichtfal! 
Egg. wurde in diesem Friihstadium nicht untersucht. Eine Ausnahn« 
bildet allein Mei. (Licht), welcher bereits eine Viertelstunde nach der B: 
strahlung eine geringe Abnahme des Serumwassergehaltes um 0,8 Proz 
aufweist. Die Wasserzunahme im Serum wird stets mit dem Ubergang 
in das zweite, langer dauernde Stadium, gleichzeitig mit der alkalotischen 
Reaktionsumstimmung, wieder riickgiingig gemacht. Der Wassergehalt 
nahert sich wieder dem Ausgangswert; in den Fillen, wo die initiale Wasser 
zunahme fehlte, tritt nunmehr eine deutliche Abnahme des Serumwasser: 
auf. So ist bei dem nach 1% Stunden bereits alkalotischen Lichtfall Egg 
um diese Zeit die Trockensubstanz um 2,9 Proz. erhéht und entsprechend 
sind nach 24 Stunden bei den iibrigen Versuchspersonen die Werte, ver 
glichen mit denen der Vorperiode, fiir Licht um + 0,6 und + 0,2 Proz 
(He. I. und II.), + 1,8 Proz. (Mei.), + 3,2 Proz. (Egg.), 0,4 Proz. (Zi.), 
verindert, fiir Réntgen um — 0,8(Ze.), — 1,4 (Ka.), + 0,4 Proz. (Neu. I. 
Bei Neu. laBt sich durch fortgesetzte Bestrahlungen der Wassergehalt de1 
jeweiligen alkalotischen Phase noch weiter senken, 72 Stunden nach der 
dritten Bestrahlung ist er um 3 Proz. geringer als in der Vorperiode. 

Die Wasserzunahme des Serums im initialen Stadium der Strahlen- 
nachwirkung ist ein komplexer Vorgang. Im Serum selbst werden 
zweifellos kleine Mengen Hydratationswasser frei, im Zusammenhang 
mit der Abnahme der negativen Ladung der Bluteiwei8kérper infolg: 
der sekundiren Elektronenstrahlung. Andererseits fiihrt die begleitend: 
Sauerung zu einer Quellungszunahme der Blutkolloide. Ferner trete: 


1) Kroetz, diese Zeitschr. 151, 146, 1924. 
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Wasserverschiebungen zwischen Kérperchen und Serum auf. Mit 
-inkender CO,-Spannung steigt der Wassergehalt des Serums an in- 
folge eines Einstroms von Wasser in das Serum aus den Kérperchen 
[Limbeck'), Kl. Meier®)]. Da jedoch der experimentell festgestellte 
Enderfolg der Wasserbewegungen in der Regel eine nicht geringe Zu- 
nahme des Serumwassers ist, so ergibt sich, daB gewéhnlich dazuhin 
noch ein betriachtlicher Wassereinstrom aus dem Cewebe stattgefunden 
haben muB. Zweifellos ist der Wassergehalt der Gewebe, der starken 
individuellen Schwankungen ausgesetzt ist, derjenige Faktor, welcher 
die GréBe (bzw. das Fehlen) der Wasserzunahme im Serum unter 
Strahleneinwirkung bestimmt. 

Wohin geht dieses Wasser, wenn im alkalotischen Stadium der 
Wassergehalt wieder auf den Vorwert eingestellt wird ? Dariiber scheinen 
die vorliegenden Wasserbilanzen*) eine Auskunft zu geben, welche 
eine mehr oder weniger erhebliche Zunahme der Wasserausscheidung 
durch die Niere in der 24-Stundenmenge des ersten bis dritten Tages 
nach Strahleneinwirkung ergeben. 

In den in der Literatur niedergelegten Beobachtungen werden die 
Wasserverschiebungen im Serum teils gleichartig [Schlagintweit und Siel- 
mann*) nach Erythrocytenzihlungen, Bernhardt*) nach Trockensubstanz- 
bestimmungen], teilweise als nicht eindeutig und geringgradig [Kénigsfeld*) 
auf Grund von Erythrocyten- und Hiamoglobinbestimmungen] geschildert. 
Schliisse, die aus Refraktionsverschiebungen auf den Wassergehalt des 
Serums gezogen werden’), sind hinfallig, denn Trockensubstanz und 
Refraktionswert kénnen sich entgegengesetzt andern. Die Gefrierpunkts- 
werte des Serums, die von der molaren Konzentration der Lésung abhiingen, 
gehen den Anderungen der Trockensubstanz ungefahr parallel (s. Protokolle 
dieser Arbeit). 


Il. Refraktionswerte (EiweiSbestand). 

DaB sich Wassergehalt und Refraktionswerte entgegengesetzt be- 
wegen kénnen, wurde erstmals von Bernhardt*) betont, und zwar 
gingen gerade bei sehr intensiven und den tibrigen Stoffwechsel stark 
beeinflussenden Bestrahlungen die Werte auseinander. Seine Beob- 


1) Limbeck, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 35, 209, 1895. 

*) Kl. Meier, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, 322, 1922. 

8) Bernhardt, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 50, 1924; Cori und Pucher, 
The Amer. Journ. of Roentg. 10, 738, 1923. 

*) Schlagintweit und Sielmann, Klin. Wochenschr. 1, 2136, 1922. 

5) Bernhardt, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 50, 1924; Klin. Wochenschr. 2, 
1795, 1923. 

*) Kénigsfeld, Zeitschr. f. klin. Med. 91, 159, 1921. 

7) Klewitz, Klin. Wochenschr. 2, 171, 1923; Herzfeld und Schinz, 
Strahlentherapie 15, 1, 1923; Mahnert und Zacherl, ebendaselbst 16, 163, 
1924. 

8) Bernhardt, Klin. Wochenschr. 2, 1795, 1923. 
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achtung wird in meinen Versuchen, bei welchen durchweg groBe Strahk 
mengen verwendet wurden, bestitigt. 

Die Refraktionswerte nahmen in allen Fallen zu. Trotz der geschildert«, 
initialen Wasservermehrung im Serum steigt dessen Refraktion an, in de: 
Lichtversuchen um 0,6 und 2,2 (He. I. und II.), 0,7 (Zi.) Skalenteile, 
den Réntgenversuchen um 0,3 (Ze.), 0,9 (Ka.), 1,1 (Neu. I.) Skalentei 
Bemerkenswert ist besonders Fal] Ka., wo die Trockensubstanz um 5,8 Pr. 
abnahm, die Refraktionszah! um 1,4 Proz. ihrer vorigen Héhe anstieg 
Bei Mei., wo schon in der ersten Phase der Wassergehalt um 0,8 Pr 
anstieg, ist die Refraktion um 1,3 Skalenteile erhéht. Die Erhéhung de: 
Refraktionszah| klingt wahrend des alkalotischen Stadiums wieder ai), 
bleibt aber auch dort, wo der Wassergehalt iiber dem Stand in der Vor 
periode eingestellt bleibt, deutlich iiber den Ausgangswert erhéht. 

Es wurde davon abgesehen, die Refraktometerskalenteile in Eiwei\- 
prozente umzurechnen. Die Verhiltnisse liegen hier etwas verwickelt 
Die Anderungen des Salzgehaltes kénnten verhaltnismaBig noch am 
ehesten tibergangen werden; eine Berechnung an Hand der Tabellen 
von Reiss') ergibt, daB die gréBte beobachtete Abweichung vom Vor 
wert die Refraktion um etwa 0,01 Skalenteile vermindert. Entscheiden 
der sind andere Uberlegungen. Da die Refraktion eines Atoms ode: 
Molekiils abhingig ist von seiner Konstitution, so kénnen die gleichen 
Atome in verschiedenen Bindungen einen verschiedenen Refraktions- 
wert abgeben. Es ist nun durch Untersuchungen von Fernau uni 
Pauli) wahrscheinlich gemacht, da®B unter Strahlenwirkung intra- 
molekulare Strukturaénderungen bei EiweiBkérpern vorkommen. In 
welcher Weise dabei das Brechungsvermégen beeinfluBt wird, ist nicht 
bekannt. Aus der Tatsache, daB bei geringen Strahlenmengen Re- 
fraktionswert und Trockensubstanz parallel gehen, bei groBen Strahlen- 
mengen der Refraktionswert ansteigt, kénnten zwei verschieden: 
Schliisse gezogen werden. Entweder hat bei quantitativ unverandertem 
EiweiBbestand des Blutes das Lichtbrechungsvermégen der Serum- 
eiweiBe zugenommen, eine Folge der stattgefundenen intramolekularen 
Umlagerungen. Oder es sind blutfremde EiweiBkérper, tiber dere: 
Lichtbrechung keine Aussage méglich ist, in das Serum eingestrémt 
Welche von beiden Annahmen das Richtige trifft, ob im konkreten 
Falle beide Giltigkeit haben und nebeneinander auf die Einstellung 
des Reaktionswertes Einflu8 nehmen, laBt sich zurzeit nicht entscheiden 

Der einzig gesicherte SchluB, der aus den vorliegenden Unter- 
suchungen gezogen werden darf, ist daher der sehr allgemein gehalten 
Satz, daB sich der EiweiBbestand des Blutes unter Strahlenwirkung 
veriindert hat. Es bleibt dabei offen, wieweit auBer der qualitativen 


1) Reiss, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 8, 106 


1915. 
2) Fernau und Pauli, Kolloidzeitschr. 30, 6, 1922. 
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\nderung eine quantilative Zunahme des SerumeiweiBes durch Ein- 
dringen von Gewebseiweif an der refraktometrisch festgestellten Um- 
stellung des SerumeiweiBbestandes beteiligt ist. Die aus spiteren 
Befunden erschlossene Folgerung, daB die Umstellung des Eiweib- 
bestandes mit einer Zunahme organischer saurer Valenzen im Serum 
verbunden ist, wird durch das Offenbleiben der obigen Frage nicht 
beeinfluBt. Sowohl mit der Annahme einer nur qualitativen alseiner 
dazukommenden quantitativen Anderung des SerumeiweiBes lai&t sich 
das Auftreten saurer EiweiBumbauprodukte vereinbaren. 


Ill. Anionen, 


Chloride. Die Mehrzahl der bisherigen Untersuchungen iiber den 
Mineralstoffwechsel bei Réntgenbestrahlung haben sich ausschlieBlich 
mit dem Cl-Anion befaBt. Schlagintweit und Sielmann") verdankt man 
die erste Feststellung einer Kochsalzverminderung unter Réntgen- 
einfluB, eine Feststellung, die bekanntlich von einer zufilligen thera- 
peutischen Beobachtung ihren Ausgang nahm. 


Sie wurde von zahlreichen Nachuntersuchern bestitigt. [Neuda®*), 
Cort und Pucher*), Bernhardt*), Mahnert und Zacherl®), Andersen und 
Kohlmann*)]. Die Abnahme des Cl soll nach den genannten Autoren der 
Wasserzunahme ungefihr parallel gehen, tiberdauert aber, wie aus allen 
Protokollen hervorgeht, die verhaltnismaBig kurze Begrenzung der letzteren. 

Auch die hier vorgelegten Untersuchungen bestitigen die Abnahme 
des Chlorspiegels im Serum. Fiir Ultraviolettlicht war sie mir in der Literatur 
nicht zuginglich’). Sie betriagt im Minimum 18 mg-Proz. (Licht und 
Réntgen), im Maximum 35 (Licht) und 46 (Réntgen) mg-Proz. Die ent- 
sprechenden gleichzeitigen prozentuellen Anderungen von Cl und Trocken- 
substanz gehen aus folgender Zusammenstellung hervor (Werte nach 
1, bis 1% Stunden): 





Licht Réntgen 


Name: He Mei Egq Zi Ze. Ka Neu 


SS —59 —30 |_—39 —50 —66 —7.6 — 3,0 
Trockensubst. —33 +08 | +29 |'—44 —35 —58 —06 


1) Schlaginweit und Sielmann, Klin. Wochenschr. 1, 2036, 1922. 
Neuda, ebendaselbst 2, 1306, 1923. 
Cort und Pucher, The Amer. Journ. of Roentg. 10, 738, 1923. 
Bernhardt, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 54, 1924. 
Mahnert und Zacherl, Strahlentherapie 16, 163, 1924. 
Andersen und Kohlmann, 3. Réntg.-KongreBh. 1922, 8. 102. 

7) In einer nach Abschlu8 der Arbeit erschienenen Mitteilung Gydrgy 
und Essingers wurden unter Quarzlampenlicht teils geringe Verminderungen, 
teils m&Bige Erhéhungen des Cl-Spiegels festgestellt. Da gleichzeitige 
Bestimmungen der Wasserverschiebungen nicht durchgefiihrt wurden, 
ist tiber die wahren Chlorbewegungen dieser Fille nichts auszusagen. 
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Die Zusammenstellung zeigt deutlich, daB die Chlorabnahme i: 
Serum, verglichen mit der gleichzeitigen Wasserzunahme, eine ibe: 
schieBende ist. Es handelt sich um ein tatsiachliches Verschwind« 
von Cl aus dem Serum, um eine echte Hypochlorimie. 


Sie wird auch bestatigt durch den haufigen Befund der Voruntersuch« 


daB die Cl-Werte nach 24 Stunden, bei Riickkehr des friiheren Wassergehalt-. 


noch unter dem Wert der Vorperiode bleiben kénnen. 
In den eigenen Versuchen ist dieses Verhalten recht ausgesprochen, : 
spiegelt sich in folgenden Prozentzahlen (Werte nach 24 oder 72 Stunden 





Licht Roéntgen 
Name He Mei Eag Zi Ze s New 
| SPY Se ee —21 —20 —I19 —é4] —i7 —32 — 2.0 
Trockensubst. +06 +18 + 3,2 —OA —08 —14 +04 


Die geringe Steigerung der absoluten Chlorwerte in der Zeit zwische: 
1. und 24. Stunde nach Bestrahlung entspricht lediglich der gleichlaufende: 
Wasserabnahme im Serum. 


Welchen Weg nimmt das verschwindende Chlor? Handelt es sic} 


um wirkliche Entfernung aus dem Blut? Bei Anderung der CO,. 
Spannung des Blutes erfaihrt der Chlorspiegel des Serums infolge statt- 


findender Ionenverschiebungen zwischen Kérperchen und Serum ein: 
Veranderung, besonders stark im Bereiche der physiologischen Breit: 
[Limbeck"), Fridericia*), Kl. Meier*)]. Und zwar ist mit abnehmender 
CO,-Spannung eine stetige Zunahme der Serumchloride verbunden 
Jener Betrag der Chlorabnahme im Serum, der in den vorliegende: 
Versuchen die Wasserzunahme iibertrifft, die wahre Hypochloramic 


muB8 somit auf den Einstrom salzarmer Gewebsfliissigkeit oder (wahr- 


scheinlicher) auf beginnende Mehrausscheidung von Chlor durch di 
Nieren bezogen werden. Diese Chlorbewegung mu8 im alkalischen 
Dauerstadium noch anhalten, da trotz Wasserabnahme die Hypo- 
chloramie weiter besteht. — Die Bilanzen des Chlorwasserstoffwechsels 
die in der Literatur vorliegen, sind widersprechend. Kdénigsfeld* 
fand bei gesunden, mit Ultraviolettlicht bestrahlten Menschen am 
Bestrahlungstage zweimal maBige Mehrausscheidung, einmal kein« 
Beeinflussung. Neuda*) beobachtete bei Réntgenbestrahlung teil: 
Mehrausscheidung, teils Retention; nach seiner Meinung soll das Fehlen 
einer Chlormehrausscheidung im Harn die Folge einer krankhaften 
Einstellung des Chlorstoffwechsels sein. Bei Krebskranken, deren 





1) Limbeck, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 35, 309, 1895. 
2) Fridericia, Journ. of biol. Chem. 42, 245, 1920. 

3) Kil. Meier, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, 322, 1922. 
*) Koénigsfeld, Zeitschr. f. klin. Med. 91, 159, 1921. 

5) Neuda, Wien. klin. Wochenschr. 36, 773, 1923. 
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Chlorstoffwechsel sich méglicherweise abnorm verhalt, stellten Cori 
und Pucher!) erhebliche Retention, Bernhardt*) fehlende Beeinflussung 
fest. 

Bicarbonat. Es wurde, wie angegeben, aus den Volumprozenten 
der aus dem Serum ausschiittelbaren CO, (vermindert um den Betrag 
der freien COQ,) berechnet. Seine Bewegungen verlaufen voéllig parallel 
mit denen der Alkalireserve des Gesamtblutes®), weisen also im Stadium 
der initialen Acidose und Hydramie eine erhebliche Verminderung, im 
alkalotischen eine ma&Bige Steigerung auf. Es eriibrigt sich, auf die 
Kinzelheiten, die sich mit denen der Anderungen der Alkalireserve 
weitgehend decken, des Naheren einzugehen. Kurz erwahnt mége nur 
sein, daB die Ausschlige in der ersten Periode bis — 24 Proz. (Ze.), 
in der zweiten Periode bis + 14 Proz. (He.) gegeniiber dem Bicarbonat- 
wert der Vorperiode betragen. Die Bicarbonatbestimmungen Husseys 
und Goldens im Plasma sind in der ersten Mitteilung besprochen. 

Phosphate. Sie wurden nur an zwei Menschen der Lichtversuche 
bestimmt; ihre Veranderungen unter Réntgenwirkung wurde an einem 
Hunde verfolgt. 

In Ubereinstimmung mit den lichttherapeutischen Erfahrungen bei 
Tetanie und Rachitis*) wurde ein deutlicher Anstieg der P-Werte, im 
Durehschnitt um 25 Proz., beobachtet (s. Protokolle). Cori und Pucher®) 
fanden in ihrem zweiten Réntgenfalle eine Erhéhung des anorganischen 
Serumphosphors um iiber 100 Proz. Essinger und Gyérgy teilen bei Ultra- 
violett soeben*) schwankende Beeinflussung bei kleinen und mittleren 
Dosen mit. Bei kleinen Dosen nimmt der anorganische Phosphor fiinfmal ab, 
15mal zu; bei mittleren Dosen viermal ab, dreimal zu. Die Licht- und 
Réntgendosen meiner Fille, die als héchste Strahlenmenge gelten kénnten, 
fiihrten regelmaBig zur Erhéhung der P-Werte. 

Sulfate. Fir die Untersuchung des Siurebasengleichgewichts sind 
sie wegen ihrer minimalen Konzentration im Serum zu vernachlassigen. 


IV. Kationen. 


Natrium. Untersuchungen liegen bisher weder fiir Ultraviolettlicht 
noch fiir Réntgenstrahlung vor. Die Verainderungen des Natriums, 
im Zusammenhang mit denjenigen des Cl und HCQOsg, entscheiden im 
Groben das Siturebasengleichgewicht im Serum. P,O,, K und Ca 
spielen eine verhiltnismaBig untergeordnete Rolle. Die gravimetrischen 
Bestimmungen des Na nach Kramer und Tisdall ergaben bei sorg- 


1) Cori und Pucher, The Amer. Journ. of Roentg. 10, 738, 1923. 

*) Bernhardt, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 50, 1924. 

%) Kroetz, I. Mitteilung; diese Zeitschr. 151, 146, 1924. 

*) Kramer, Kongr. Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. 29, 307, 1923.; Lasch, 
ebendaselbst 20, 486, 1921. 

5) Cori und Pucher, The Amer. Journ. of Roentg. 10, 738, 1923. 

*) Essinger und Gyérgy, diese Zeitschr. 149, 344, 1924. 
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faltigster Arbeit in Doppelbestimmungen stets sehr gut iiberei 
stimmende Werte. Es zeigte sich, daB die Bewegungen des Natrium:. 
keineswegs den Verinderungen der Cl- und HC0O,-Konzentrati 
parallel gehen. Im hydramischen Stadium ist eine geringe Abnahn 
meistens hinter der Zunahme des Serumwassers deutlich zuriic! 
bleibend, zu verzeichnen, wihrend sich sowohl Cl als besonders HC\), 
weit tiberschieBend vermindert hatten. Wo die Serumverdiinnung feh!: 
tritt iberschieBende Natriumvermehrung zutage. 

Die folgende Zusammenstellung gibt einen Uberblick iiber die Ve: 
haltnisse. 





Réntgen 


Name: He 


Trockensubst. —33 +08 +29 —44 —35 5. 
—13 +32 +33 —l1)1 — 5,0 . — 17 


DaB die hieraus abgeleitete relative Zunahme des Natriums zu Recht 
besteht, zeigt sich auch in der Beziehung zwischen Trockensubstanz und 
Natrium nach 24 Stunden, wo besonders in den Lichtversuchen die Ver 
mehrung des Natriums deutlich wird (vgl. die folgende Zusammenstellung 





+ 0,6 
17 


a 


Um die gleiche Zeit dauern, wie dargetan, noch erhebliche Defizite 
der Chlorkonzentration an, welche durch die maBige Zunahme des Bi- 
carbonats nicht voll ausgeglichen sind. 

Die vergleichende Beobachtung der Natrium- und Wasserver- 
schiebungen im Serum unter Réntgenwirkung gestatten also den 
SchluB, daB im Serum meistens eine deutliche Alkalizunahme zustande 
kommt. Woher wird dieses Alkali bezogen ? Die Annahme eines Alkali- 
einstroms in das Serum aus dem Gewebe her, zu einer Zeit, wo im Gewebe 
selbst unter StrahleneinfluB eine lebhafte Saéurebildung durch EiweiB- 
umbau stattfindet, liegt zuniichst kaum nahe. Da aber die Austausch- 
vorginge, welche bei abnehmender CO,-Spannung des Blutes zwischen 
Kérperchen und Serum ablaufen, in den vorliegenden Versuchen eher 
eine geringe Natriumabnahme hervorrufen miissen ?-5), so ist diese 


1) Zuntz, Hermanns Handb. d. Physicl. 4, Il, 8. 77, 1880. 

*) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre I, 1902. 

%) Kl. Meier, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, 322, 1922. 

*) Mellanby und Wood, Journ. of physiol. 57, 113, 1923. 

’) Kl. Gollwitzer-Meier und E. Chr. Meyer, Z. f. 4. ges. exp. Med. 40, 
74, 1924. 
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\nnahme nicht zu umgehen. Die Verhaltnisse wiirden dann so liegen, 
iaB der Kérper bereits im acidotischen Stadium Alkali in das Blut 
wirft (zusammen mit den organischen Saéurevalenzen), um die Blut- 
reaktion wieder einzuregulieren. 

Kalium. Die Anderungen des Kaliumspiegels unter Lichtwirkung 
waren in der bisherigen Literatur nicht untersucht, unter Réntgen- 
einfluB stellten als einzige Andersen und Kohlmann') eine Abnahme 
des K fest, die Zahl der Fille ist nicht angegeben. Sie bilden eine Kurve 
ab, aus der eine Abnahme des K von 25,0 mg-Proz. vorher, auf 
23,0 mg-Proz. nach etwa 4, Stunde und auf 14,0 mg-Proz. nach 
48 Stunden zu entnehmen ist. In meinen simtlichen Versuchen an 
neun Menschen und vier Tieren wurde niemals ein Absinken des K 
beobachtet. Im Gegenteil, es stieg regelmaBig, ohne Ausnahme, deutlich 
an, im Minimum um 2,05 mg-Proz., im Maximum um 6,3 mg-Proz. 
Vom Werte der Vorperiode aus sind dies Steigerungen um 9 bis 30 Proz. 
In Kurvenform iibertragen, stellen die eigenen Resultate geradezu cin 
Spiegelbild der Kurve von Andersen und Kohlmann dar. 

Es ist zunachst schwer zu sagen, wie diese Unstimmigkeit zu erklaren 
ist und sie ist um so auffalliger, als auch in den zwei zahlenmaBig wieder- 
gegebenen Ca-Untersuchungen Andersens und Kohlmanns die Beeinflussung 
durch Réntgenstrahlen gerade entgegengesetzt verlauft gegeniiber der- 
jenigen in den eigenen Versuchen. Die durch sehr gut iibereinstimmende 
Doppelwerte gesicherte Kaliumzunahme im Serum bei meinen Versuchs- 
personen ist indes lediglich ein einzelnes Glied in der Gesamtheit der ver- 
folgten Ionenverschiebungen. Und da es aus den sehr wenig detaillierten 
Angaben Andersens und Kohlmanns nicht hervorgeht, ob die K- und Ca- 
Verschiebungen an demselben oder an verschiedenen Individuen beobachtet 
wurden, so ist sehr wohl mit der Méglichkeit zu rechnen, daB in ihren 
Versuchen der Gesamtwert der Ionenverschiebungen in seinem biologischen 
Effekt zuletzt doch gleichgerichtet ist demjenigen, der an meinem Versuchs- 
material einheitlich und eindeutig bestimmt werden konnte. Vielleicht 
wird diese Vermutung auch gestiitzt durch die Angabe Andersens und Kohl- 
manns, daB sie durch intravenése Ca-Injektionen die Katererscheinungen 
ihrer Patienten bessern konnten, eine Therapie, die das Ionengleichgewicht 
noch mehr nach der bei Andersen und Kohlmann unter Réntgenwirkung 
aufgetretenen Richtung hin verschieben wiirde, wihrend sie als eine anta- 
gonistische und zweckmiBige therapeutische Beeinflussung erscheinen 
kénnte, bei der Annahme, da8 auch in diesen Fallen die gesamte Ionen- 
verschiebung nach der in meinen Versuchen ermittelten Seite hin erfolgt 
ware. 


Die Richtigkeit dieser Vermutung wird durch die Befunde der 
schon mehrfach erwihnten, soeben erschienenen Untersuchungen 
Essingers und Gyérgys*) bestatigt. Diese Autoren fassen ihre Kalium- 
werte dahin zusammen, daB bei kleinen Ultraviolettlichtdosen eine 


1) Andersen und Kohlmann, 3. RéntgenkongreBheft 1922. 
2) Essinger und Gyérgy, diese Zeitschr. 149, 344, 1924. 








458 Chr. Kroetz: 


Abnahme, bei gréBeren Dosen nach 24 Stunden keine Beeinflussun; 
nachweisbar sei. Aus ihrem umfangreichen Tabellenmaterial laBt sic! 
indes entnehmen, daB bei kleinen Dosen unter 10 untersuchten Filler 
K achtmal ab-, zweimal zunahm, bei mittleren Dosen viermal ab- 
dreimal zunahm. Im Zusammenhang mit den sehr unregelmiBigen 
Schwankungen der P- und Ca-Werte scheint ein solches Verhalten 
vielleicht doch weniger die von diesen Autoren gezogenen Schliiss« 
tiber die Bewegungen des Einzelions nahezulegen, als vielmehr dix 
Vermutung zu unterstiitzen, daB es sich um Verschiebungen eines 
Gesamtionengleichgewichtes unter Strahlenwirkung handle. Be- 
rechnet man aus den Milligramm-Prozentzahlen Essingers und Gydérgys 
sich die aquivalenten Konzentrationen von K, Ca und P und bestimmt 
hieraus den Verhiltniswert, so ergibt sich das (nach meinen Unter- 
suchungen zu erwartende) Resultat, daB sehr regelmaBig (in 12 von 
17 Fallen) dieser Verhaltniswert zunimmt. Wenn bei meinen Versuchs- 
personen die Verschiebungen der genannten Ionen stets gleich gerichtet 
waren, so mu das wohl so erklirt werden, daB bei den verwendeten 
maximalen Strahlendosen regelmaBige und charakteristische Bewegungen 
des Einzelions auftreten. 

Calcium. Die zahlreichen Angaben tiber die Beeinflussung des 
Serumkalkspiegels durch Ultraviolettlicht bei Krankheiten, in deren 
Mittelpunkt nach den derzeitigen pathogenetischen Vorstellungen eine 
Stérung des Mineralstoffwechsels steht, kénnen begreiflicherweise nicht 
mit der Ultraviolettlichtwirkung an gesunden Normalpersonen oder an 
Kranken verglichen werden, bei denen kein Anhalt fiir eine ernstere 
Stérung des Mineralstoffwechsels gegeben ist. Bekanntlich kann bei 
Tetanie und Rachitis!) durch kiinstliche Héhensonne der herabgesetzte 
Calciumspiegel des Serums auf normale Werte gehoben werden. Ob 
sich die Carcinomkranken meiner Réntgenversuche in Beziehung auf 
ihren Mineralbestand wie Normale verhalten, ist freilich unentschieden ; 
einem Einwand dieser Art kann aber entgegengehalten werden, dab 
die Veriinderungen des Ionengleichgewichtes bei ihnen durchaus 
identisch waren mit denjenigen, welche bei organisch gesunden Menschen 
in den Lichtversuchen beobachtet wurden. Weniger beweisend ist 
es, daB auch vier gesunde Tiere (zwei Hunde, zwei Kaninchen) gleich- 
gerichtete Ausschlige zeigten. 

Der Serumkalkspiegel zeigte sowohl unter der Einwirkuny von ultra- 
violettem als von Réntgenlicht eine geringe, aber doch erkennbare und regel- 
maBige Abnahme, im Minimum um 0,25 mg-Proz., im Maximum um 
0,90 mg-Proz., d.h. um 3 bis 7 Proz. des Ausgangswertes. 


1) Kramer, Kongr. Zentralbl. f. d. ges. inn. Med. 29, 307, 1923; 38, 444, 
1924. 
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Gans und Gyérgy') haben damit tibereinstimmend bei Ultraviolett- 
cht ebenfalls Calciumabnahme, Rothmann®*) im Gegensatz hierzu Calcium- 

cunahme gefunden. Die nach AbschluB dieser Arbeit eingetroffenen 
Untersuchungen Essingers und Gydérgys*) stellen bei geringen Lichtdosen 
cine m&Bige Abnahme, bei mittleren Lichtdosen eine leichte Zunahme der 
Ca-Werte fest. Nach ihren Protokollen nimmt bei geringen Dosen Ca 
13mal ab, fiinfmal zu, zweimal bleibt es unverandert; bei mittleren Dosen 
steigt Ca viermal an, fallt dreimal ab. Es sind also auch hier schwankende 
Resultate, welche erst durch Zuhilfenahme des Verhialtniswertes der aqui- 
valenten Konzentrationen Sinn gewinnen und bemerkenswerterweise dann 
fiir kleine, mittlere und gréBte Strahlenmengen einen gileichartigen biolo- 
gischen Erfolg zeigen. Andersen und Kehlmann steliten zweimal Zunahme 
fest (s. oben). 

Sowohl die Anderung des Natriums als die des Kalium- und Calcium- 
spiegels wurden meistens tiber Tage hin unvermindert festgehalten oder 
zeigten sogar, besonders in den Lichtversuchen, eine Neigung sich noch 
deutlicher auszupriigen; vgl. besonders Fall Zi., welcher nach 24 Stunden 
23,4 mg-Proz. K und 8,5 mg-Proz. Ca, 123 Stunden nach der Bestrahlung 
28,5 mg-Proz. K und 8,55 mg-Proz. Ca aufwies. 


Bei der Bewertung der zahlenmdBig recht geringfiigigen Ver- 
schiebungen des Serumkalkes muB beriicksichtigt werden, daB sie nur 
den Gesamtkalk betreffen. AuBer von seiner Héhe hingt aber die 
wirksame Calciumkonzentration vom Jonisierungsgrad des Ca in dem 
betreffenden Milieu ab. Da sowohl die Alkalose*), als eine Zunahme 
von Aminosiiuren5), die Ionisierung des Ca herabsetzen, so ist die Ab- 
nahme der wirksamen Ca -Konzentration im konkreten Fall erheblich 
gréBer als sie in den bestimmten Ca-Werten zum Ausdruck kommt. 

Magnesium. Auf die Bestimmung dieses bilanzmaBig im Hinter- 
grunde stehenden Kations wurde verzichtet. 


V. Anionendefizit. 


Unter normalen Verhiltnissen herrscht im Serum ein Anionen- 
defizit ; einer etwas kleineren Menge anorganischer saurer Aquivalente 
steht eine gréBere Zahl von anorganischen basischen Valenzen gegen- 
iiber. Der Baseniiberschu8 existiert als Alkaliproteinat. Die GréBe 
des Anionendefizits ist von Kramer beim Menschen auf durchschnittlich 
14 Proz. der vorhandenen Baseniquivalente angegeben worden. Die 
Werte der verwendeten Versuchspersonen bewegen sich in der Vor- 
periode bei gleicher GréBenordnung. Eine Ausnahme macht allein 


') Gans und Gyérgy, zitiert in einer Anmerkung bei Rothmann und 
Ladenberg. 

2) Rothmann und Ladenberg, Klin. Wochenschr. 2, 1751, 1923. 

8) Essinger und Gydérgy, diese Zeitschr. 149, 344, 1924. 

‘) Behrendt, ebendaselbst 144, 72, 1924; 146, 318, 1924. 

5) Freudenberg, Klin. Wochenschr. 8, 232, 1924 
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der Fall Mei. (8,3 Proz.). Fir die Deutung der in der ersten Mitteilun:, 
beschriebenen initialen wahren Acidose des Blutes ist es nun von ent 
scheidender Wichtigkeit, daB die Aniondefizite im Friihstadium de; 
Strahlennachwirkung erhebliche Steigerungen erfahren, welche in de: 
ersten Stunde am starksten ausgebildet sind, sich spiter wieder ver 
ringern, aber noch nach 24, 72 und 123 Stunden deutlich anhalten 
Die genauen Zahlenwerte sind in den am Schlu8 wiedergegebene: 
Protokollen enthalten. Die prozentuale Zunahme des Anionendefizits 
betrigt in den Lichtversuchen 35 bis 37 Proz., einmal 96 Proz., in 
den Réntgenversuchen 32 bis 52 Proz. Auffallend durch die GréBe des 
Ausschlags ist allein der Wert Mei. (96 Proz.), der einhergeht mit einem 
verhaltnismaBig geringen Anionendefizit in der Vorperiode. 

Was bedeutet die Vergréferung des Anionendefizits? Sie besagt 
daB im Serum organische Valenzen mit Sdurecharakter neu auf- 
getreten sind. Bei dem AusmaB der Zunahme des Anionendefizits 
kann es sich entsprechend dem Verhiltnis der organischen Bestandteile 
des Serums untereinander nur um LEiweifverdnderungen handeln. 
Durch Regulationsvorginge weiB der Organismus in den spiteren 
Stunden der Strahlennachwirkung die Zunahme des Anionendefizits 
wieder herabzudriicken. Der anorganische Basenbestand, welcher im 
alkalotischen Stadium keine weitere Steigerung iiber diejenige in der 
acidotischen Phase aufweist, scheint dabei keine Rolle zu spielen. Er 
ist sogar wieder zu einem etwas gréBeren Teile von anorganischen 
sauren Valenzen (maBige Bicarbonaterhéhung) in Anspruch genommen. 
Vielmehr kommen in dieser Periode die langsameren und groberen 
Regulationsmechanismen der Leber und Nieren zur Geltung.  Fiir 
einen Abbau der organischen sauren Valenzen scheint die vermehrte 
Ausscheidung von Gesamt-N und von NH, zu sprechen. Leider lieBen 
sich die Ausscheidungsverhialtnisse in den hier untersuchten Fallen 
aus éuBeren Griinden nicht mit in die Beobachtung einbeziehen. Doch 
liegen in der Literatur sowohl fiir Ultraviolettlicht als fir Réntgen- 
strahlen eine Anzahi von Bilanzen vor [fiir Ultraviolettlicht Kénigs- 
feld*), fir Réntgenstrahlen Cavina*), Bernhardt*), Cori und Pucher*).] 
RegelmaBig war die Gesamt-N-Ausscheidung erhéht. Die Ammoniak- 
zahl (sie konnte aus den Protokollzahlen von Cavina, Bernhardt, Cori 
und Pucher errechnet werden) nahm bei Cavina um 23,8 Proz. zu, 
bei Cori und Puchers Fall II in der dritten Bestrahlungsperiode um 
108 Proz. zu, bei Bernhardis Fall um 22 Proz. ab. 


') Kénigsfeld, Zeitschr. f. klin. Med. 96, 159, 1920. 

2) Cavina, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 592, 1913. 

3) Bernhardt, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 51, 1924. 

4) Cori und Pucher, The Amer. Journ. of Roentg. 10, 738, 1923. 
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IV. Der Quotient der iquivalenten Konzen- 
trationen von K, Ca, P. 

DaB zur Berechnung des Ionengleich- 
gewichts gerade K, Cea, P herangezogen 
werden, hat seine Begriindung in dem Um- 
stande, daB sich bisher fiir eben diese Ionen 
ein wohlabgegrenzter EinfluB auf die Erreg- 
barkeit des Atemzentrums feststellen lieB!), 
daB tatsiichlich bei meinen Versuchs- 
personen regelmabig 
steigerung des Atemzentrums unter Strahlen- 
einwirkung nachgewiesen werden konnte?*). 
Obschon iibrigen Ionen das gesamte 
[onengleichgewicht modifizieren, ist doch das 
Ubergewicht der besonders herausgehobenen 
Ionen K, Ca, P entscheidend. Die Berech- 
tigung, diesem Teilgleichgewicht eine aus- 
schlagge bende Rolle zuzusprechen, wird nicht 
nur durch die eigenen Versuche, die bei 
den angewendeten Héchstdosen von Strahlen 
regelmaBige Ionenverschiebungen festgestellt 
haben, sondern auch durch die Angaben der 
Literatur beleuchtet. Im besonderen werden 
die groBen Schwankungen, welche sich bei 
den Werten Essingers und Gyérgys*) auch 
innerhalb gleicher Dosen bemerkbar machen, 
durch Umrechnung auf den Verhiltnis- 
wert der Aquivalenten Konzentrationen 
plétzlich erklirbar. Die Essinger und Gydrgy 
entgangene, versteckte Gesetzmabigkeit 
in der scheinbaren Willkiirlichkeit wird 
deutlich. 


und 


eine Erregbarkeits- 


die 


Eserscheint zweckmiBig, die Werte Essinger 
und Gydérgys umgerechnet hier kurz einzufiigen 
(Tabelle I). Beriicksichtigt sind die Endwerte 
24 Stunden nach der letzten Bestrahlung bei 
denjenigen Fallen, wo K, Ca, P gleichzeitig be- 
stimmt wurden. Zuniachst die Richtung der 
unter Strahlenwirkung aufgetretenen endgiil- 
tigen K-, Ca-, P-Verschiebung (+ oder —); dann 


1) Kl. Gollwitzer-Meier, diese Zeitschr. 1924. 

2) Kroetz, I. Mitteihung; ebendaselbst 1924. 

8) Essinger und Gyérgy, ebendaselbst 149, 
344, 1924. 


yOrgys). 


ty 


ssinger und G@ 


vi] 


Tabelle I (entnommen den Tabellen 1 bis 3 E 
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der Quotient der aquivalenten Konzentration eben dieser Ionen vor 
und 24 Stunden nach der letzten Bestrahlung (Q’); endlich zeigt Q 
prozentuale unter Strahlenwirkung aufgetretene Veriinderung an. 

Es ergibt sich, daB zwélfmal der genannte Quotient zunimmt, viern 
abnimmt, einmal unverindert bleibt. Der Durchschnitt aller Werte zeic; 
eine VergréBerung des Quotienten um 21,5 Proz. 

Fiir die eigenen Versuche betrug die Zunahme bei Ultraviolettlic!: 
20 bis 59 Proz., fiir Réntgenstrahlung 29 bis 59 Proz. Sie sind in d 
ersten Mitteilung tabellarisch wiedergegeben und im Zusammenhang n 
der gemessenen gleichzeitigen Erregbarkeitssteigerung des Atemzentrur 
ausfiihrlich besprochen. 


Die Erhéhung des Verhiltniswertes der dquivalenten Konzentrationen 
von K, Ca, P ist somit als eine regelmaiBige und grundlegende Reaktion 
des bestrahlten Kérpers zu bezeichnen. Kein Unterschied in der Richtung 
der Beeinflussung ist fiir verschiedene Strahlendosen nachweisbar. 


Zusammenfassung. 


Die ultravioletten und Réntgenstrahlen fiihren zu gleichsinnigen 
Veriinderungen des Wasser-, Salz- und EiweiBbestandes des Serums 
Der Wassergehalt steigt im Friihstadium der Strahlennachwirkung in 
der Mehrzahl der Fille an, um nach 24 Stunden sich wieder dem Aus 
gangswert zu nahern. In einer kleineren Zahl von Fallen fehlt dic 
initiale Verdiinnung, es folgt eine starkere spitere Eindickung. Durch 
Umrechnung auf konstanten Wassergehalt ergibt sich, wie immer die 
Richtung der Wasserverschiebungen geartet ist, regelmaiBig eine wahre 
Hypochlorimie und Natriumzunahme im Serum. Sie beide vor allem 
sind ausschlaggebend fiir den auftretenden Anstieg des Anionen- 
defizits, welcher unter Strahlenwirkung ein Drittel bis die Hialfte des 
Ausgangswertes betrigt. Die Bewegungen der quantitativ in de 
Serumbilanz zuriicktretenden K-, Ca- und P-Ionen sind bei ver- 
schiedenen Strahlenmengen teilweise verschieden. Nur bei den stiarksten 
Dosen ist eine RegelmaBbigkeit nachweisbar: K und P nehmen zu, 
Ca nimmt etwas ab, wobei die Verminderung des ionisierten, wirksamen 
Ca jedoch héher zu bewerten ist, als sie in den Zahlen des Gesamtkalkes 
zum Ausdruck kommt. Fiir den biologischen Effekt der Strahlen 
wesentlich ist nicht die Verschiebung des einen oder anderen Ions 
sondern die Umstellung des Gleichgewichtes der gesamten Ionen 
innerhalb dessen das Teilverhaltnis der iquivalenten Konzentrationen 

K’ x (H, PO, + HPO,) 
Q = Ca" 
Erhéhung dieses Quotienten wird als eine regelmaBige und wichtig« 
Reaktion des bestrahlten Kérpers nachgewiesen. Sie zeigt sich un- 
abhangig von der verwendeten Strahlenmenge. Am Eiweibbestande 


von maBgebender Bedeutung ist. Die 
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.s Serums spielt sich sowohl bei Ultraviolettlicht als bei Rontgen- 
bestrahlung eine qualitative, wahrscheinlich auch quantitative Um- 
tellung ab; sie auBert sich in den Bewegungen des Serumrefraktions- 
wertes. Im Zusammenhang mit den Anderungen der Blutreaktion er- 
méglichen es diese Feststellungen, zu konkreteren Anschauungen iiber 
die physikalisch-chemischen Veranderungen zu gelangen, welche unter 
Strahlenwirkung an den Zellen des Einfallsortes und des Gesamt- 


kérpers ablaufen. 
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Zur Frage nach dem Mechanismus der Darmsekretion. 


Ill. Mitteilung: 


Uber die Einwirkung des Carnosins auf die Darmsekretion. 


Von 
S. A. Komarow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 12. August 1924.) 


Das Carnosin ist neben dem Kreatin einer der Hauptbestandteile 
des Muskelgewebes, welcher aber bis vor nicht langer Zeit ginzlich 
iibersehen worden ist. Diese zuerst von Gulewitsch und Amiradzibi (1) 
im Liebigschen Fleischextrakt im Jahre 1900 entdeckte Substanz 
wurde bald darauf von Krimberg (2) auch aus den Muskeln eines soeben 
geschlachteten Stieres isoliert, wodurch der Nachweis erbracht worden 
war, daB das Carnosin als ein intravitales Stoffwechselprodukt des 
Muskelgewebes anzusehen ist. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, 
daB diese Substanz im Tierreich weit verbreitet ist. 

Das Vorkommen dieser Base ist im Fleische des Kalbes [Skworzow (3)], 
Rindes, Pferdes, Schweines, Hammels [Smorodinzew (4a)], des wilden 
Kaninchens [Joschimura (5)], sowie im Fleische einiger Fische, Krabben 
und Austern [Susuki, Joschimura, Jamakawa und Irie (6)] festgestellt 
worden. Nach Clifford (7) ist das Carnosin bei allen von ihm untersuchten 
Mammalien, bei vielen Végeln, bei Amphibien und Reptilien vorhanden, bei 
manchen Végeln und Fischen dagegen und bei den Invertebraten wurde 
dasselbe vermiBt. Endlich ist das Carnosin auch aus den Skelettmuskeln 
des Menschen [Smorodinzew (4b)], sowie aus der normalen und pathologisch 
veriinderten Herzmuskulatur des Menschen [Bubanovié (8)] isoliert worden. 
Bei der so groBen Verbreitung des Carnosins im Tierreich ist auch sein 
Gesamtgehalt im Kérper eines jeden einzelnen Tieres, wie zuerst von 
Krimberg (2) festgestellt wurde, ebenfalls eine sehr betriichtliche. Die 
vom genannten Autor aus den frischen Muskeln eines Stieres isolierte 
Menge des Carnosins betrug 0,13 Proz., obwohl die von ihm angewandte 
Methode als Hauptziel nicht ein streng quantitatives Studium des Fleisch- 
extraktes verfolgte. In ungefihr denselben quantitativen Verhaltnissen 
wurde spiterhin das Carnosin unter Anwendung im wesentlichen derselben 
Prizipitationsmethode auch von anderen Autoren und in verschiedenen 
anderen Fleischarten [Kalb 0,176 Proz. (3), Pferd 0,182 Proz., Hammel 
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0,096 Proz. (4a)], sowie in den Muskeln des Menschen 10,164 Proz. (4b)) 
gefunden. Weitere in dieser Richtung und hauptsachlich unter Anwendung 
der in Fiirths Laboratorium ausgearbeiteten kolorimetrischen eventue|! 
etwas modifizierten Bestimmungsmethoden ausgefiihrten Untersuchungen 
lieferten in den Handen verschiedener Autoren noch héhere Carnosinwert« 
z. B. in den Skelettmuskeln des Pferdes, Schweines (9) und Hundes (10), 
im Durchschnitt etwa 0,3 Proz., in den verschiedenen Muskeln der Katze (11) 
sogar 0,35 bis 1,8 Proz. und endlich im Herzmuskel des Menschen (8) ebenfalls 
etwa 0,2 bis 0,3 Proz. Es muB8 jedoch in Betracht gezogen werden, daB mit 
Hilfe der kolorimetrischen Methode und besonders mit Hilfe der meist 
benutzten Diazokolorimetrie neben dem Carnosin sicher auch andere in 
der Carnosinfraktion enthaltene Histidinderivate unvermeidlich mitbestimmt 
werden '). 

Alle diese Befunde legten natiirlich die Vermutung nahe, dal 
dem Carnosin im Haushalt des Organismus eine groBe Bedeutung 
zukommen miiBte. Die Untersuchungen, welche in Krimbergs Labora- 
torium zur Priifung der etwaigen physiologischen Bedeutung des 
Carnosins unternommen worden waren, erwiesen bald, daB dieser 
Bestandteil des Muskelgewebes die typischen Eigenschaften der Hormone 
besitzt (14). Nach den im genannten Laboratorium von A. Korchoff (14) 
ausgefiihrten Versuchen ist das Carnosin als ein energischer Erreger 
der Magensekretion zu betrachten, welcher auBerdem noch eine aus- 
gepriigte allgemeine Wirkung auf den Organismus entfaltet. 

Aus diesem Grunde war das Studium der eventuellen Bedeutung 
des Carnosins auch fiir die sekretorische Tatigkeit der Darmdriisen von 
ganz besonderem Interesse. 


Die von uns zu diesem Zweck angewandten Priiparate des Carnosins 
wurden stets aus den Muskeln soeben getéteter Rindtiere isoliert. Der 
nach dem urspriinglich von Gulewitsch und Amiradzibi (1) beschriebenen 
Verfahren erhaltene Silberbarytniederschlag wurde auf die iibliche Weise 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Schwefelsilber — 
,sogenannte Carnosinfraktion*‘ — zur weiteren Reinigung mit 10proz. 
Quecksilbersulfatlésung in 5proz. Schwefelsiure ausgefallt. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, gewaschen, mittels Schwefelwasserstoff zersetzt, 
upd das Filtrat mittels Bariumhydroxyd von Schwefelsiure quantitatiy 
befreit. Die auf dem Wasserbade zu diinnfliissigem Sirup eingeengten 
freien Basen wurden endlich mit warmem Alkohol bis zur Entstehung 
einer milchigen Triibung versetzt. Nach Entfernung der zuerst ausfallenden 
dunkelbraun bis hellgelb gefarbten sirupésen Massen und nach weiterer 
Zufiigung von heiBem Alkohol bildeten sich bei langsamer Abkiihlung der 
Lésung in reichlicher Menge Carnosinkristalle in typischen Drusen vereinigt. 
Nach mehrfachem Umkristallisieren aus 80- bis 90proz. heiBem Alkoho! 
zersetzten sich die so erhaltenen Praparate des freien Carnosins bei 249 bis 
250° C (15). In einigen Versuchen benutzten wir auch Carnosinpraparate 
welche, obwohl schon ziemlich rein, jedoch zwecks Befreiung von eventuellen 
Verunreinigungen mit Substanzen hauptsichlich des Histamintypus noch 


1) Siehe auch die Arbeiten von Mauthner (12), Hunter (13). 
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m Soxhlet mit Alkohol und Chloroform — je 8 Stunden lang extrahiert 
ind erst dann aus verdiinntem Alkohol endgiiltig umkristallisiert worden 
waren. 

Die zur Einverleibung bestimmten Carnosinlésungen wurden jedesma) 
immittelbar vor deren Einfiihrung zubereitet. Eine abgewogene Menge der 
im Vakuumexsikkator bis zum konstanten Gewicht getrockneten Substanz 
wurde in einer méglichst geringen Menge frisch umdestillierten lauwarmen 
Wassers gelést; die stark alkalische Lésung mittels n/1-Salzsiure bis zur 
schwach alkalischen oder neutralen Reaktion gebracht, mit Wasser bis zum 
nétigen Volumen aufgefiillt und durch hartes schwedisches Papier filtriert. 
In einigen Fallen wurde diese Zubereitung der Lésungen schon bei Zimmer- 
temperatur médglichst steril durchgefiihrt; in anderen Fallen dagegen 
wurden die neutralen Carnosinlésungen auf freiem Feuer bis zum Sieden 
erwairmt oder auf 5 Minuten in kochendes Wasser eingetaucht, wodurch 
ebenfalls eine fiir unsere Zwecke befriedigende Sterilisation derselben 
erzielt werden konnte. 

Der Einflu8 des Carnosins auf die Darmsekretion wurde von uns durch 
Einfiihrung dessen Lésungen meistens intravenés, seltener subkutan an 
fiinf auf verschiedene Weise operierten Hunden studiert. Drei von diesen 
Hunden (Hund 1: Thiry-Vellasche Fistel des oberen Jejunums und ein- 
fache Magenfistel; Hund 2: auf die gleiche Weise operiert; Hund 3: 
Thiry-Vellasche Jejunumfistel) sind naher schon in meiner ersten Mitteilung 
beschrieben worden'); die genauere Beschreibung der zwei anderen Hunde 
(Hund 4: Seitenfistel des Duodenums und des oberen Jejunums nach 
Pawlow-Glinski und Hund 5: Thirysche Darmfistel des mittleren Jejunums 
mit durchgetrennten mesenterialen Nerven, sogenannte ,,nervenlose Darm- 
fistel** nach Bickel) wird im Zusammenhang mit den entsprechenden 
Versuchsprotokollen angefiihrt. 


Die erste Reihe von Versuchen wurde an den nur mit einer Thiry- 
Vellaschen Fistel im Jejunum versehenen Hunden (ohne Magenfistel) 
angestellt. 

In unserem ersten Versuch wurde das Carnosin in einer Dosis 
0,06 g pro Kilogramm intravenés bei vélliger Ruhe der Darmdriisen 
eingefiihrt. Etwa 5 Minuten nach der Injektion wurden lebhafte Be- 
wegungen der in die Haut eingenahten Darmteile sichtbar, und un- 
mittelbar darauf, also nach einer latenten Periode von 5 bis 6 Minuten, 
zeigte sich aus der Fisteléffnung der erste Tropfen eines diinnfliissigen 
Darmsaftes. Die Sekretion nahm sehr rasch — im Laufe von etwa 
1 bis 2 Minuten — an Intensitiét stark zu und verblieb auf der gleichen 
Héhe wihrend etwa 30 Minuten. Im Laufe weiterer 40 Minuten nahm 
dieselbe ganz allmahlich ab, um nach etwa 80 Minuten nach der In- 
jektion zu sistieren. Kurz darauf stellte sich wieder eine gewéhnliche 
periodische Tatigkeit der Darmdriisen, wie in der Kontrollperiode, ein. 
Die Menge des nach der Einverleibung des Carnosins abgeschiedenen 
Darmsaftes betrug etwa 17,2 cem, obwohl dieses Sekret deutlich 


1) Diese Zeitschr. 146, 130, 1924. 
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Versuch ]. 
Hund 1. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 10,l kg. Letzte Fiitteruny 
am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. 























Darmsaft 
Zeit Menge Sesteients Puls Bemerkunyen 
ccm gehalt') 

11530’ _ «2S Beginn der Beobachtung 

11 40 0,1 Y cong 

ll 50 0 ir ?, 
12 00 0,1 [SR - 120—130 wane 
12 10 0 Ds 

12 20 1,9 s< g Knurren in den Gedarmen 

12 30 14 By! ’ 
12 3435’ 0 Bw 132—160 Injektion 0,6 q Carnosin, intravenés 

(10 proz. Lésung) 

12 39’ —_— — Darmbewegungen in den Fisteléffnungen 
12 40 — 160 Beginn der Darmsaftabsonderung 

12 50 45 i 160 

1 00 45 | 160 = 
1 10 43 em. . 175 : 7" ~ aan 
1 20 27 |S" -- | 145 |t SGP Deicgeees ccd Wooten in| = 
1 30 0.7 e*% 125 den Gedarmen 

1 40 03 | 333 125 

1 50 0,2 = 25 130 

1 53 0 a 150 Stuhidrang 

2 00 0,7 140 Stubldrang 

2 10 0,3 150 Stublentleeruny 

2 20 2.0 140 

2 30 03 130 Knurren in den Gedirmen 

2 35 0 130 

2 50 0 130 U 

3 00 0 130 wees 
3 10 0 125 

3 20 0 125 

3 30 0 130— 120 

3 40 0 130—120 

3 50 0.6 130—120  Knourren in den Gedarmen 

4 00 0 130—120 





fermentarmer als der ,,periodische’* war; die Totalmenge der in dem- 
selben enthaltenen Fermente erwies sich jedoch mehreremal gréBer als 
in dem wahrend der gleichen Beobachtungsdauer in der Kontroll- 
periode ausgeschiedenen Darmsaft. Neben der Darmsekretion waren 
auch noch lebhafte peristaltische Bewegungen der Darmwand in den 
Fisteléffnungen und éfteres Knurren in den Gediirmen — insbesondere 
auf der Héhe der Carnosinwirkung, spiter mehrfacher Stuhldrang und 
schlieBlich Stuhlabgang, also unzweifelhafte Zeichen einer erheblich 
gesteigerten Darmmotilitaét zu beobachten. Endlich war auch noch 


1) In diesem wie in den weiteren Versuchen wurde Diastase nach der 
bekannten Methode von J. Wohlgemuth, — Invertin, Lipase und Erepsin 
genau wie in meinen Mitteilungen I und II angegeben, bestimmt. 
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eine deutliche Wirkung des Carnosins auf den Zirkulationsapparat zu 
bemerken ; bald nach der Injektion trat nimlich eine maiBige Beschleu- 
nigung des Pulses ein (von 130 vor bis 170 nach der Injektion), wobei 
derselbe schwach gespannt wurde; etwa 40 Minuten nach der Ein- 
verleibung des Carnosins gewann der Puls seinen gewéhnlichen Charakter 
wieder. 

Wie die weiteren Versuche zeigten, ist das soeben geschilderte 
Wirkungsbild des Carnosins als typisch, die angewandte Dosis aber als 
hoch, jedoch noch nicht toxisch zu bezeichnen. 

Aus diesem Grunde wurde die gréBte Anzahl der zum niheren 
Studium des Mechanismus der Carnosinwirkung gerichteten Versuche 
unter Anwendung von Dosen 0,02 bis 0,04g pro Kilogramm, welche 
als mittelgroBe anzusehen sind, durchgefiihrt. 

In allen diesen Versuchen iibte das Carnosin, in den erwahnten 
mittelgroBen Dosen einverleibt, ohne Ausnahme eine bedeutende 
exzitosekretorische Wirkung auf die Darmdriisen aus. In diesen 
Fillen begann die Sekretion des Darmsaftes, welche in der Kontroll- 
periode eine typisch periodische gewesen war, 5 bis 6 Minuten 
nach der Injektion des Carnosins, erreichte im Laufe von weiteren 
5 bis 10 bis 15 Minuten ihr Maximum, verringerte sich dann wiahrend 
der folgenden 10 bis 40 Minuten ganz regelmaBig und allmahlich im 
AusmaBe, um nach Ablauf dieser Zeit zu sistieren; weiterhin nahm 
die Sekretion wiederum den ihr eigentiimlichen ,,periodischen“ Charakter 
an, genau wie in der Kontrollperiode. Der Sekretionseffekt der Carnosin- 
einverleibung, was die ausgeschiedenen Darmsaftmengen anbetrifft, 
haingt, auBer der eingefiihrten Carnosinmenge, wie dies besonders klar 
aus den Versuchen 4 und 5 zu ersehen ist, in gewissem Grade auch 
davon ab, ob diese Substanz unmittelbar vor der ,,Tatigkeitsperiode“ 
(Versuch 4) oder zu Beginn bzw. in der Mitte der ,,Ruheperiode™ 
(Versuch 5) eingefiihrt wurde. Die Menge des abgeschiedenen Darm- 
saftes ist unter den gleichen anderen Versuchsbedingungen im ersteren 
Falle nimlich gréBer, was augenscheinlich dadurch zu erklaren ist, 
daB die exzitosekretorische Wirkung des Carnosins sich mit denjenigen 
endogenen Erregungen, welche als Ursache der periodischen Driisen- 
tatigkeit gelten, summieren. Mit Steigerung der injizierten Dosis des 
Carnosins nimmt jedoch auch ganz regelmaBig die Menge des abge- 
sonderten Darmsaftes zu; die Sekretionssteigerung dabei hingt sowohl 
von der Zunahme der Sekretionsintensitat, als auch von der Verlaingerung 
ihrer Dauer ab. 

Die Fermentkonzentration im Carnosinsaft ist in der Regel etwas 
geringer als im periodischen Darmsaft. Diese Konzentrationsvermin- 
derung der Fermente ist aber so unbedeutend, da8 die Gesamtmenge 
der unter dem CarnosineinfluB abgesonderten Fermente, verglichen 
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Versuch 2. Hund 1. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 10 kg 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 6 Uhr nachmittags. 














Darmsaft 
Zeit Menge | Ferment. Puls Bemerkungen 
com gehalt 
10h25’ —_ poe 
10 35 0 one 
10 45 14 — 
10 55 0,1 — _ Knurren in den Gedarmen 
11 05 0 =- ¢ — 
11 15 0 a — 
ll 25 0 >. me 
ll 35 0,1 s.* —_ 
ll 45 0 z s — 
12 00 0 36 _- 
12 15 1,1 = = —_ Knurren in den Gedarmen 
12 25 0,6 — 
12 35 0 90—95 
12 45 0 
12 55—1h00 0 95—110 Injektion 0,35 g Carnosin, intravends 
at (10 proz. Lésung) 3 

1 00’ —_ =“ "7 — Darmbewegungen in den Fisteloffnungen 
1 10 3.4 ‘ I . 110—115 und Beginn der Darmsaftabsonderung 

1 20 2.2 SR - 110—115 = Stuhldrang Haufige peri. 
1 30 1.2 nit 100—95 Stuhldrang | — e 
1 40 0,9 2s 90—95 Stuhldrang fin dee Fotel. 
1 50 0,2 z a — Knurren in den Gediarmen offnungen 
2 00 0.2 as — Stuhidrang 

2 10 0,2 -- Knurren in den Gedarmen 

2 20 1,7 —_ 

2 30 0,1 _ Stuhidrang und Knurren in den Gedirmen 
2 33 0 — Stuhlentleerung 

2 40 0 —_ 

2 50 0 —_ 

3 00 0 -- 

Versuch 3. Hund 1. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 10 kg. 

Letzte WUtterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
11h20’ oo i = 70 Beginn der Beobachtung 

11 25 o |} el 70 | 

11 30 a7 |} Ss - 70 Ruhig 

11 40 03 | ; 70 | 

1l 50 0,2 E = 70 

ll 55—56’ 0 70—90 oo 0, — intravenos 

12 00’ 0 95 avalon pun in den ens 
12 05 06 | 22 95 Beginn der Burmsaftab 

12 15 3,6 i 95 

12 25 1,3 RS° 95 Dasshowagmngee in den Fisteléffnungen 
12 35 0,6 “o ‘ 100 { und haufiges Kaurren in den Gedarmen 
Be ehh | % 

or . © xy 

1 05 0,1 80 

1 15 0,1 90 

1 25 0,3 85 

1 35 1,2 105 Stuhlentleerung 

145 | O5 90 | 

1 55 0,9 | 85 Unruhig 

2 05 03 9 | 

2 15 0 i 85 
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10 kg Versuch 4. Hund 1. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 10 kg. 
Ags. Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
| Darmsaft 
Zeit | Menge é eemanis “I Puls Bemerkungen 
com gehalt 
11610’ o 70 Beginn der Beobachtung 
11 20 12 80 
11 30 0,4 80 Knurren in den Gedirmen 
11 40 04 cS 80 Rubig 
11 50 0,3 ~ 80 —_ 
12 00 0 Sw 80 
12 10 0 = 2 80 
12 20 0 =e 80 
12 25—26’ 0 oe 90 Injektion 0,16 g Carnosin, intravenés 
(10 proz. Lésung) 
12 30’ 0 = 90 Beginn der Darmsaftabsonderung 
‘ - or | L 
~ os 18 | Ee . 100 | Darmbewegungen in den Fisteloffnungen 
12 55 04 | > ’ | Knurren in den Gedarmen 
s 1 05 0 | E : 120 
115 0 120 2? 
— a 1 25 0 | 120 Stuhlentleerung 3 
‘ 1 35 0 | 120 Stublentleerung s 
e peri 1 45 0 | 120 : 
ae 2 00 0 | 120 a 
' Fistel- 2 10 0,5 120 
ingen 2 20 0,6 | 120 
2 30 0 | 120 Knurren in den Gedirmen 
3 00 0 | 120 
a Versuch 5. Hundl. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 10 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
10b30' _- a | 
10 40 1,0 — ~ Tatigkeitsperiode*, Knurren iden Gedarmen 
10 50 0,2 - -§ 
11 00 0 —- 
) kg. 11 10 0 2 _ 
gs. 1l 20 0 : _— 
11 30 0 Z — 
11 40 0,1 5 a= 
11 5 0,1 — 
12 05 0,1 _ 
12 15 2.0 — . Tatigkeitsperiode*, Knurren i.den Gedarmen 
12 25—26’ 0.1 —_ Injektion 0,29 Carnosin Pepe. Sound, 
tai mearente Gite geringer Teil gelangte auch 
a“ 12 30’ 0 — Darmbewegun — in den Fisteléffnungen; 
12 40 18 2 coal Beginn der Darmsaftabsonderung 
12 50 05 ¥ ca | Darmbewegungen in den Fisteloffnungen ; 
~ 1 00 01 = ran | Knurren in den Gedirmen 
s 1 10 or | 2 ~ 
a 1 20 0,1 — 
1 30 0 — 
1 40 0,1 ~- 
1 50 0,1 _ 
2 00 2,2 — | » Tatigkeitsperiode*, Knurren i.den Gedarmen 
2 10 0,2 -- 
2 20 0,2 _ 
2 30 0 — 
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Versuch 6. 
Hund 3. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 8 kg. Letzte Fiitterung 
am vorhergehenden Tage um 9 Uhr morgens. 











Darmsaft i 
Zeit “Menge Besant, Puls Bemerkungen 
ccm gehalt 
1h00’ — — Beginn der Beobachtung 
115 0,5 — 
1 30 0,5 — 
1 45 0 —_ 
2 00 0 —_— 
2 15 0 _— 
2 30 0 — 
2 45 0 —_ 
3 00 0 -- 
3 15 0 —_ 
3 30 0 95 
8 45 0 100 Injektion 0,2 g Carnosin ') (4proz. ohne Erwarmung 
zubereitete Lésung), subkutan 
as Beginn der Darmsaftabsonderung 
3 52 J aH 110 
4 05 2,9 ) 38 120 | Haufige Darmbewegungen in den Fisteléffnungen 
410 05 | ES 120 | Knurren in den Gedirmen 
4 15 0 “s 90 
4 30 0 95 
4 45 18 100 
5 00 03 95 
5 15 0 —- 
5 30 0,3 PS — 
5 45 0 o— _ 
6 00 0 ea _ 
6 15 0 a -- 
6 30 0 a2 —- 
6 45 14 te —_ 
7 00 0.7 — Knurren in den Gedirmen 
715 0,2 _— 
7 30 0 — 





mit der Menge derselben, welche wihrend der gleichen Zeitdauer in 
der Kontrollperiode sezerniert wurde, als eine bedeutend gréBere 
erscheint. 

Die Einwirkung des Carnosins auf die Darmsekretion ist im wesent- 
lichen unabhingig davon, ob dasselbe intravends oder subkutan ein- 
verleibt wird; es mu jedoch darauf hingewiesen werden, da8 bei der 
direkten Einfiihrung des Carnosins ins Blut die abgeschiedene Menge 
des Darmsaftes gewéhnlich etwas gréBer ist und der Gang der Sekretion 
einen viel regelmaBigeren Verlauf hat ais bei subkutaner Applikation. 
Bei der letzteren nimlich dauert die latente Periode nicht immer 5 bis 
6 Minuten, sondern die Sekretion beginnt manchmal auch bedeutend 
spater (sogar nach 20 Minuten) und zieht sich merkbar in die Lange, 
wobei sie sich auf einer relativ niedrigeren Hohe hilt. 


1) Praparat mit Alkohol und Chloroform behandelt. 
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Versuch 7. 


Hund 3. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 8 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 9 Uhr morgens. 








Darmsaft 
Zeit I Menge | Semmens ] Puls Bemerkungen 
| com gehalt | 

12h00' _— = Beginn der Beobachtung 

12 15 2,1 — 

12 30 0.4 — 

12 45 0 -~ 

1 00 05 — 

115 0 100 

1 30 0,5 110 

1 45 0 110 

2 00 0 120 Injektion 0,16 g Carnosin ') (4 proz. ohne Erwarmung 
zubereitete Lésung), subkutan 

2 05 Fal 145 Beginn der Darmsaftabsonderung 

2 15 0,2 130 

2 30 1,3 one 110 Haufige ristaltische Darmbewegungen in den 

2 45 0.5 one 110 Fisteléfinungen; Knurren in den Gedirmen 

3 00 1.7 £35 110 sehr oft; beleckt sich zeitweise; sehr unruhig 

315 10 ( FES 0 

330 | 03 | o7s 120 

3 45 1,0 110 

4 00 0,6 110 

415 0 120 

4 30 0 120 

4 45 0 120 

5 00 1,4 115 Knurren in den Gedirmen (4 mal) 

5 15 0 110 

5 30 0 110 

5 45 0 35% 110 

6 00 2.6 Exs 110 Knurren in den Gedirmen (2 mal) 

6 15 0 BRE 110 

6 30 0 ga: 110 

6 45 0 110 

7 00 0 110 

7 15 18 110 Knurren in den Gedarmen (mal) 

7 30 0 110 

8 00 0 110 


Neben der Verstiirkung der Darmsaftsekretion bewirkt das Carnosin 
auch in den erwahnten mittleren Dosen eine Steigerung der motorischen 
Funktion des Darmkanals. Nach Einverleibung des Carnosins wurde 
stets hiufiges Knurren in den Gedirmen, sowie lebhafte Bewegungen 
der in die Haut eingenihten Darmteile, seltener aber auch Stuhidrang 
und Stuhlabgang wahrgenommen. 

Besondere Aufmerksamkeit wurde der allgemeinen Wirkung des 
Carnosins zugewandt. Dabei konnten wir aber lediglich eine unbe- 
deutende Pulsbeschleunigung sowie Abnahme seiner Fillung bei Gaben 


1) Praparat mit Alkohol und Chloroform behandelt. 
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Versuch 8. 


Hund 3. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 8 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 9 Uhr morgens. 











Darmsaft 
Zeit Menge i ateaias Puls Bemerkungen 
oom gehalt 
11430’ -- _— Beginn der Beobachtung 
ll 45 1,7 — Knurren in den Gedirmen (3mal) 
12 00 0 — 
12 15 0 —_ 
12 30 0 oo — 
1245 | 0,7 = — 
1 00 0 & -- 
1 15 0 Fy — | 
1 30 1,0 - —- 
1 45 0 = a 
2 00 0 95—100 e 
2 15 1,0 — 
2 30 0 120 d 
2 40 0 130 Injektion 0,089 Carnosin') (4proz. ohne Er a 
warmung zubereitete Lésung), intravenéds 
2 45 Fal 120 Beginn der Darmsaftabsonderung 
‘ ¢ 
: i on x —— Knurren in den Gedarmen (6 mal) . 
330 | O12 || = 100—95 , 
3 45 0,05 2 100—95 I 
4 00 0,05 2 100—95 ( 
415 0,1 ee 100—95 
4 30 0,1 95 . 
4 45 0 oo ‘ 
5 00 0 — P 
5 15 0,7 — : 
530 0 — 
5 45 0 — j 
6 00 0 —- ’ 
Versuch 9 ‘ 
Hund 3. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel.) Gewicht 8 kg. : 


Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
— 





Menge des 


Zeit Darmsaftes Puls Bemerkungen 
ccm 
12500’ —_— 120 Gefiittert 
3 00 0 120 Gefiittert ( 
4 00 0 120 
410 0 110 Injektion 0,028qg Carnosin') (4proz. ohne Er 
wirmung zubereitete Lésung), intravends 
415 Fral 110 Beginn der Sekretion 
4 30 0,2 110 
6 00 0 110 


1) Praiparat mit Alkohol und Chloroform behandelt. 
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gréBer als 0,03 g pro Kilogramm beobachten. Irgendwelche weitere 
Reaktionserscheinungen des Organismus gelang es uns jedoch bei An- 
wendung dieser, sowie nach Einfiihrung sogar der gréBten tiberhaupt 
von uns verwandten Dosen (0,07 g pro Kilogramm) nicht festzustellen, 
allerdings soweit man dariiber ohne Hilfe spezieller Untersuchungs- 
methoden urteilen konnte. 

Da nach den oben erwahnten Versuchen Korchoffs das Carnosin 
als ein energischer Erreger der Magensekretion zu betrachten ist, und 
da der Magensaft von dem Darmtraktus aus unzweifelhaft einen ge- 
wissen EinfluB auf die sekretorische Tatigkeit der isolierten Darmteile, 
also ,,par distance’, ausiibt'), so waren zwecks méglicher Isolierung 
der zu untersuchenden Darmdriisen von den genannten ,,par distance**- 
Einfliissen spezielle Versuche unerliBlich. Dieselben wurden von uns 
an Hunden mit Thiry-Vellaschen Darmfisteln, welchen auBerdem noch 
eine weite Kaniile im Fundusteil des Magens eingenaht worden war, 
damit der eventuell abgeschiedene Magensaft leicht herausflieBen kénnte, 
angestellt. 

Die angefiihrten Protokolle zeigen, daB in diesen Versuchen (Ver- 
suche 10—13) das Carnosin die gleiche Reaktion seitens des Driisen- 
apparates der Thiry-Vellaschen Fisteln, wie in den schon oben 
beschriebenen Versuchen, ausléste. Dies bezieht sich wie auf den 
Gang der Sekretion, so auch auf die Menge und die Eigenschaften 
des sezernierten Darmsaftes; die allgemeine Wirkung des Carnosins 
auf den Organismus war gleichfalls dieselbe. Da der gleichzeitig 
sezernierte Magensaft sofort aus der Magenkaniile und nach unseren 
Beobachtungen gianzlich herauszuflieBen imstande war, und da auBerdem 
in der gegebenen Versuchsreihe, sowie im Verlaufe eines jeden Versuchs 
im einzelnen kein Parallelismus zwischen der Magen- und Darm- 
sekretion beobachtet werden konnte, so muB die unter dem EinfluB 
des Carnosins ausgeléste Darmsekretion als eine von der Magen- 
sekretion unabhingige Erscheinung angesehen werden. 

Zu dieser Versuchsreihe gehért gewissermaBen auch eine Beob- 
achtung (Versuch 14) die an einem nach Pawlow-Glinski operierten 
Hunde gemacht wurde. 

Nach der Injektion von Carnosin in einer Menge von 0,04 g pro 
Kilogramm subkutan ergab sich erstens eine bedeutende Ausscheidung 
der Verdauungssifte aus der Duodenalkaniile (Magen- und Darmsaft, 
Galle und méglicherweise auch Pankreassaft), und zweitens eine erheb- 
liche Sekretionssteigerung des reinen Darmsaftes aus der anderen, 
weiter analwiirts im oberen Diinndarm angelegten Kaniile. Dieser 
Versuch zeigt, daB die Darmdriisen auf eine Carnosineinverleibung 


1) Siehe meine erste Mitteilung, diese Zeitschr. 146, 124 und 135, 1924. 
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Versuch 13. 
Hund 2. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel; Magenfistel.) Gewicht 11 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 1 Uhr nachmittags. 





Darmsaft Aus» 
Zeit Menge Ferment- bys —— J Bemerkungen 
com gehalt kanile 

|0b20’ — — one 

10 40 0 — 3.0 

10 50 0 — 2.0 

11 00 0 — 0 

ll 33 0 — 0 Knurren in den Gedarmen 

11 40 0,9 --- 0 

11 50 0,1 -— 0 
11 52—53’ 0 aden 0 Injektion 0,08 g Carnosin (in 5 com 0,85 proz. NaCl 

gelést), intravendéds; cin Teil gelangte auch 
unter die Haut 

12 07’ 0 _- 0 Beginn der Darmsaftabsonderung 
12 15 0.9 Lipase 1,0 0 Knurren in den Gedarmen 

12 30 0 — 0 

1 40 0 — 0 

1 5O 1.0 = 0 Knurren in den Gedirmen 

3 12 0 - v0 

3 22 15 z 0 

3 30 19 | > 0 Knurren in den Gedarmen 

4 00 0 sin 0 


Versuch 14. Hund 4. 
(Jejunum- und Duodenumseitenfistel nach Pawlow-Glinski.) Gewicht 10 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 4 Uhr nachmittags. 





Ausscheidung Ausscheidung 


Zeit I atinailie Duodensibenile Bemerkungen 
com ccm 

1h20/ = a 

1 30 0,1 2.0 

1 40 0,2 25 

1 50 0,05 1,0 

2 00 0,05 2,0 

2 15 0 2.5 Injektion 0,4 g Carnosin (10 proz. Lésung), subkutan 

2 22 0 2.2 Beginn der Darmsaftausscheidung 

2 30 2,7 2.8 Galle 

2 40 05 5,0 Haufiges Knurren in den Gedarmen 

2 50 04 5.5 

3 00 0,1 5.0 7 

3 10 0,1 5,0 

3 20 0,1 40] °2 

3 30 0,1 40 2s 

3 40 0,1 4.0| 23 

3 50 0,05 40; 8 3 

4 00 0,3 3,5] ef 

4 10 0,3 3,0] 2% Knurren in den Gedirmen 

4 20 0,05 10,0 = ” 

4 30 0 10] = 

4 40 0 1,0 

4 50 0 0 





Anmerkung: Diesem Hunde war eine Metallkaniile im Duodenum etwa 6cm analwirts 
von der Miindungsstelle des unteren Pankreasausfiihrungsganges, und eine andere 35 cm weiter 
analwirts von der ersteren im Jejunum nach der bekannten Methode von Pastre cingenaht worden. 
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auch bei vollstandig intakter Innervation mit einer Steigerung ihre 
Tatigkeit reagieren. 

Aus der Zusammenstellung aller oben angefiihrten Versuche sieht 
man, auch, da ein und dieselbe Carnbsindosis nicht immer quantitati) 
die gleiche Sekretionssteigerung des Darmsaftes hervorzurufen imstand: 
ist. Neben der schon erwihnten Abhingigkeit des Endresultates de: 
Carnosinwirkung auf die Darmdriisen von der Einverleibungszeit in 
bezug auf das Stadium der periodischen Driisentitigkeit muB diese: 
Umstand sicher auch noch mit einigen anderen inneren bzw. individuellen 
vorlaufig unbekannten Bedingungen im Zusammenhang gestellt werden 
Aus den am Hunde 2 angestellten Versuchen erhalt man auBerdem 
den Eindruck, als ob diejenigen Carnosinlésungen, welche wahrend 
5 Minuten auf kochendem Wasserbade erwirmt worden waren, eine 
stirkere exzitosekretorische Wirkung auf die Darm- und besonders 
auf die Magendriisen ausiibten als diejenigen Lésungen, bei deren 
Zubereitung auf eine Erwarmung des reinen Carnosins verzichtet 
worden war. Die Frage danach, ob wir es hier mit einer gesetzmaBigen 
oder einer lediglich zufalligen Erscheinung zu tun haben, miissen wir 
jedoch vorlaufig offen lassen. 

Um auch an die Lésung der Frage nach dem Angriffspunkt des 
Carnosins niher herantreten zu kénnen, wurden endlich Beobachtungen 
an einem Hunde, bei welchem eine Darmschlinge nach Thiry unter 
Durchtrennung méglichst aller zu diesem Darmteile verlaufenden 
mesenterialen Nerven isoliert worden war, angestellt. Es muB hier 
erwihnt werden, daB die Driisen des auf solche Weise isolierten Darm- 
teiles die von mehreren Autoren beschriebene typische kontinuierliche 
spontane Sekretion aufwiesen. Dieselbe war ihrer Intensitat nach 
einige Tage nach der Operation eine sehr starke (am dritten Tage 
etwa 6ccm Darmsaft pro Stunde), nachher wurde sie allmahlich 
schwiicher (am 13. Tage z. B. 1,0 bis 4,2ccm Darmsaft pro Stunde) 
so daB etwa 6 Wochen nach der Operation, als die hier in Rede stehenden 
Versuche unternommen wurden, nur noch eine sehr geringe spontane 
Sekretion bemerkbar war. 

An diesem Hunde sehen wir weiter, daB die Einfiihrung sogar 
sehr kleiner Carnosinmengen (0,03 bis 0,0025 g pro Kilogramm) direkt 
ins Blut (Versuche 15 und 19) nach einer latenten Periode von 2 bis 
6 Minuten ausnahmslos eine deutliche Steigerung der Darmsekretion 
sowie der Darmmotilitét in diesem denervierten Darmteil ohne irgend- 
welche bemerkbare allgemeine Wirkungserscheinungen _hervorrief 
Wir méchten hier betonen, daB die nach der Einverleibung von Carnosin 
erzielte Sekretion des Darmsaftes bei diesem Hunde eine ihrem Aus- 
maBe nach, auf die Einheit der sezernierten Oberfliche bezogen, durch- 
aus keine geringere als bei den tibrigen Versuchshunden mit unver- 
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+ ihre Versuch 15. Hund 5"). (Nervenlose Diinndarmfistel.) Gewicht 8 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 
» sieht Darmsaft 
Gia Zeit TF Puls Bemerkungen 
titatiy Menge | — 
stand: 10b30’ —_ —- Beginn der Beobachtung 
es der ll 30 0 — — 
=a ll 45 0,1 — 
Le " in 12 00 0 aa 
dieser 12 15 0.4 aie 
uellen 12 30 0,2 95—110 
ihe 12 45 0 — 
erden 1 00 0 “1 = 
erdem 1 15 0 = ~ 
hrend 1 30 0 ; _ 
pe 1 45 0 > — 
, elne 2 00 0 Pes} == 
ynders 2 15 0,4 95 
2 30 0 — 
dere ~ 
om 245 0 oa 
ichtet 3 00 0 we 
Bigen 315 O41 
| “aq 3 30 1,2 a= 
— 3 45 0 _ 95 
400 0 — 95 Injektion 0,08 g Carnosin) (4 proz. ohne Erwarmung 
ee 4 02 0 rt 95 zubereitete Lésung), intravends 
angen 4 05 0 -—- 95 Lebhafte peristalt. Darmbewegung. i. d. Fisteloffnung 
se 4 06 Fal — 95 Beginn der Darmabsonderung 
unter 415 0.7 90 —. ristaltische Darmbewegungen in der 
‘ ~ isteloffnun, 
enden 4 30 0 90- -95 ’ 
: 4 45 0 90—95 
} hier 500 0 9—95 
Jarm - 5 15 0 90—95 
=a 5 30 0,2 90—95 
rlich 545 | 0 ra 90—95 
nach 6 00 0 ral 9—95 
Tage 6 15 0 s 90—95 
‘hii " 6 30 0 a 90—95 
Cn 6 37 0 & 90—95 = Injektion 0,06 g Carnosin (dieselbe Lésg.), intravenés 
inde ) 6 42 Fal 95 Darmbewegung. i.d. Fisteléffnung ; Beginn d. Sekret 
inden 6 45 0.45 110 Lebbafte Darmbewegungen in der Fisteléffnung 
7 00 0 110 
ntane . 7 O2 0 110 Injektion 0,04 g Carnosin (dieselbe Lésg.), intravenéds 
7h07—08' 02 110 Peristalt. Darmbewegung.i. d.Fisteléffnung u. Sekret 
sogar 7b 13" 0.1 95 Peristalt. Darmbewegung. i. d.Fisteléffnung u. Sekret. 
i ek 7 30 0 95 Injektion 3,0 ccm 0,85 proz. Natriumchloridlisung, 
irekt intravends 
: 7 45 0 — 120 Keine peristait. Darmbewegungen i. d. Fisteléffnung 
2 bis 8 00 0 -- 110 Keine peristalt. Darmbewegungen i. d. Fisteléffnung 
etion 8 15 0 “= 95—110 
‘ 8 30 0 _ 95—110 
+ * 8 45 0 -— 95—110 = Injektion 0,02 g Carnosin (dieselbe Lésg.), intravends 
—_ 8 52 0,1 : 95 Peristaltische Bewegungen in der Fisteléffnung 
nosin 9 00 = 1 Tropf. — 95 und Darmsaftabsonderung 
9 15 0 — 95 
Aus- 
’ 9 30 0 — 100 
urch- 9 45 0 a 95 Appetit gut 
nver- [) 1) Eine junge Hiindin, welcher ein etwa 10cm langer und 40 bis 530 cm analwirts von der 
| Plica duodenojejunalis gelegener Darmteil nach Thiry unter Durchtrennung aller zu demselben 
| verlaufenden saosentesioten Nerven isoliert worden war. e 
5 Pa Praparat mit Alkohol und Chloroform behandelt. 31 
: 
4 











484 S. A. Komarow: 


sehrten mesenterialen Darmnerven erscheint. Diese Ergebnisse spreche 
natiirlich dafiir, daB der Angriffspunkt des Carnosins bei dessen Ein 
wirkung auf die Darmdriisen nicht extraintestinal, sondern in cd: 
Darmwand selbst zu suchen ist. 

Zur weiteren Klarung dieser Frage kénnten gewissermaBen auch 
die Beobachtungen iiber das Verhalten der durch Carnosineinfiihrung 
hervorgerufenen Darmdriisentatigkeit bei atropinisierten Tieren dienen 

Wie schon friiher angegeben'), paralysierte bei unseren Hunde: 
das Atropin in Mengen von 0,1 mg pro Kilogramm die exzitosekretorisch: 
Wirkung des Pilocarpins in Dosen von 1 bis 2mg pro Kilogramm 
subkutan einverleibt, vollstandig. Waurde hier das Carnosin in einer 
verhaltnismaBig groBen (0,07 g pro Kilogramm) oder mittelgroBen 
(0,03 g pro Kilogramm) Dosis ins Blut einverleibt und, nachdem die 
Sekretion schon begonnen, das Atropin (etwa 0,1 mg pro Kilogramm), so 
war das letztere ohne bemerkbaren EinfluB auf den Gang der Sekretion 
(Versuche 16 und 17). Wurde jedoch eine verhaltnismaBig sehr groBe 
Gabe des Atropins (0,75 bis 1,3 mg pro Kilogramm) und sodann erst 
auf der Héhe dessen Wirkung (vollkommene Trockenheit der Schleim- 
haute, maximale Tachykardie und maximale Mydriasis bei vollstandigem 
Verschwinden der Pupillenreaktion auf Licht) etwa 0,066 g Carnosin 
pro Kilogramm eingefiihrt, so begann die Sekretion ebenfalls nach 
einer latenten Periode von etwa 5 Minuten und war dabei eine 
deutlich gesteigerte, obwohl ihrem absoluten AusmaBe nach eine 
relativ viel geringere als gewéhnlich bei nichtatropinisierten Tieren 
(Versuche 18 und 19). 

Was dagegen die Motilitaétssteigerung der Darmwand, welche 
nach Einfiihrung des Carnosins stets beobachtet wurde, anbelangt, so 
scheint dieselbe durch Atropin eher begiinstigt als unterdriickt zu 
werden. In allen diesbeziiglichen Versuchen wurden gleichzeitig mit 
dem Beginn der Sekretion auch peristaltische Bewegungen in den 
Fisteléffnungen sowie diinnfliissiger Stuhl beobachtet, wobei in den 
Versuchen 16 und 19 die Steigerung der Darmmotilitaét schlieBlich sogar 
eine Invagination der isolierten Darmschlingen herbeifihrte. 

Aus diesen Versuchen sehen wir also, daB das Atropin sogar in 
Mengen, welche die die Pilocarpinwirkung vollkommen paralysierenden 
Dosen desselben mehrfach iibertreffen, die erregende Wirkung des 
Carnosins auf die Darmsekretion nur teilweise unterdriickt, wobei der 
Hemmungsgrad von den relativen Mengen beider Substanzen sowie 
von der Einfiihrungsfolge derselben abhingt. Diese Ergebnisse be- 
rechtigen uns zu der Annahme, daB das Carnosin auch hinsichtlich 
seiner Wirkung auf den Darmdriisenapparat sich wesentlich von den 


1) Siehe meine erste Mitteilung, diese Zeitschr. 146, 139, 1924. 
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Versuch 17. 


Hund 2. (Thiry-Vellasche Jejunumfistel; Magenfistel.) Gewicht 11 k: 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage um 5 Uhr nachmittags. 











Darmsaft Ausscheidung 
Zeit re aus der Bemerkungen 
Menge Ferment: | Magenfistel . 
ccm gehalt com | 

12h00’ -- — | Beginn der Beobachtung 

12 10 0 — | 

12 20 0 ! 

2 0 o Einzelne Tropfen 
0 | ai Schleim alkalischer , 

= 2 Reaktion Ruhig 
12 45 0,5 

1 00 0 * 

1 10 0 

1038-10" — — — Injektion 0,3q Carnosin (5 proz. Lésung 

id intravenos 
1 15 _— — — Demubowsgungen in den Fisteléffnungen:; 
Beginn der Darmsaftabsonderung 

1 16 _ — — Injektion 0,001q Atropin sulf., subkuta: 
1 ed — —- Stublentleerung 

1 25 2.5 a 7.0 (Salzsiure +) 

1 35 0.3 | = 30 | 

145 || oO fie , Ruhig 

20 #+'| Oo | = ——- 3.0 Schleim alkalisch | 

220 || 0 0 


typischen parasympathicotropen Substanzen unterscheidet. Anderer- 
seits aber kann das Carnosin augenscheinlich auch nicht zu den typischen 
sympathicotropen Substanzen hinzugerechnet werden, da dasselbe in 
gréBeren Mengen angewandt, obwohl Pulsbeschleunigung, jedoch eine 
deutliche Erniedrigung des Blutdruckes verursacht; in kleineren Dosen 
aber, deren exzitosekretorische Wirkung jedoch eine noch ganz be- 
deutende ist, zeigt das Carnosin, wie schon friiher angegeben, itiberhaupt 
keine Wirkung mehr auf den Zirkulationsapparat. Man bekommt 
also den Eindruck, daB bei der Darmsekretion das Carnosin haupt- 
sichlich auf das Protoplasma der Driisenzellen selbst seine Wirkung 
ausibt. Zur Klarung dieser Frage sind weitere Versuche bereits im 
Gange. 

Fir die Beurteilung des Mechanismus der Carnosinwirkung wiire 
es unseres Erachtens auch von gewisser Bedeutung, klarzustellen, 
ob die Menge des ausgeschiedenen Darmsaftes sich nicht in irgend- 
welcher genaueren Abhangigkeit von der GréBe der jeweils einverleibten 
Dosen des Carnosins befindet. Eine sichere Lésung derartiger Fragen 
in bezug auf den lebenden Organismus ist natiirlich als eine sehr 
schwierige Aufgabe zu betrachten. Es scheint uns jedoch, daB in dieser 
Hinsicht die an den Hunden | und 5 bei méglichst genau denselben Be- 
dingungen durchgefiihrten Versuche eine gewisse Aufmerksamkeit ver- 
dienen. Wie aus der weiter angefiihrten Tabelle, in welcher die Ergebnisse 
aller, nicht nur auserwahliter Versuche mit intravenéser Einverleibung 
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Versuch 19. 


Hund 5. (Nervenlose Diinndarmfistel.) Gewicht 8 kg. 
Letzte Fiitterung am vorhergehenden Tage 
um 9 Uhr morgens. 














Menge | 
Zeit ee | Puls Bemerkungen d 
ccm 1 
11b15’ _ — Beginn der Beobachtung , 
12 15 0 —_— 
12 20 0,2 110 
12 45 0 _ 
1 00 0 120 
1 15 0 125 
1 30 0 125 ‘ 
bo fe | me | Bien emrsetinn ae weeme 
1 47 Fal 140 Beginn der Darmsaftabsonderung 
1 57 2,3 130 
2 15 0 110 
2 30 0 110—100 
2 45 0 110—100 
3 00 0,1 120—110 1 
3 15 0 120—110 ] 
3 30 0,1 | 120—110 
8 45 0,1 120—110 Injektion 0,006 g Atropin sulf., subkutan 
4 00 0 250—280 | Mydriasis completa. Pupillenreaktion auf Licht fehlt; 
415 0 300—280 | ‘Schleimhaute vollkommen trocken 
4 15—16') . 300—280 Injektion 0,5 q Carnosin (dieselbe Lésung), intravenés. ( 
4 20’ ZA 260—250 Beginn der Darmsaftabsonderung ‘ ) 
4 30 04 260—270 Diinnfliissiger Durchfall vs rH 
4 45 0 260—270 $3e 3 
5 00 0,1 260—270 5 se “ 4 
5 15 0 || 260-—270  Diinnfliissiger Durchfall §\.° Bey 
5 30 0,1 260—270 Zeichen ciner beginnenden Invagination 5 esa Ae 4 
5 45 0 260—270 des isolierten Darmabschnittes ”) oe. § 3:* 
6 00 03 || 250—240 £2." | 9-5 ! 
6 15 0 | 250—240 Ses |33s 
6 30 0,1 225 “£2 |=s- | 
6 45 0,1 205 Injektion 0,002 g Atropin sulf., subkutan Fr 
7 00 0 240 4 
715 0,1 240 2 
7 30 0 230 a 


1) Priparat mit Alkohol und Chloroform behandelt. 

2) Am anderen Tage nach etwa 20 Stunden konnte die Invagination 
(Lange des invaginierten Darmteiles betrug zu dieser Zeit etwa 8 cm) nur 
mit groBen Schwierigkeiten beseitigt werden. 
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des Carnosins an den erwihnten Hunden zusammengestellt sind, zu 
ersehen ist, gestatten die erlangten quantitativen Verhiltnisse mit 
ziemlicher Sicherheit zu behaupten, daB die Menge des sezernierten 
Darmsaftes der GréBe der jeweils injizierten Dosen des Carnosins 
direkt proportional ist. Dieses spricht unserer Meinung nach ebenfalls 
dafiir, daB das Carnosin direkt auf das Protoplasma der Darmdriisen- 


zellen einwirkt. 





Tabelle. 

. 4 ° $c a Se 

S$) gist) 2 | 8s | & 2] gf88, 

3 % ss 3 Ss= #25852 | s§SeE223 

£ 2¢ S e2¢$ Esxouvd Setess= 

.) Ze Sc ro} SEB ==s cs == 80 az 

> AS 39 r=] EVE SE22% ee rene Bemerkungen 
eli ~|68 2 acs Scees | Eecazest 

¥ e —3 a = =O SeastE Ses ts s 

v 2 & ss | 7? co = 7 os gc 

8 7. = . es 3. ° $23 23 

7. g Min. Min ccm 3 SOs 

Hund 1. Léange des isolierten Darmteiles etwa 30 cm. 

1 06 5&6 70 17,2 etwa 29 0,99 

2 0,35 5 70 8.3 - 24 0.8 

3. 03 5 75 6.6 ae 22 0,73 

4 0,16 5 25 4,7 - 23 0,77 

Hund 5. Léange des isolierten Darmteiles etwa 10cm. 

19 ||0,24| 2 10 2,3 |etwa 10,0! etwa 1,0 
15 0,08 - . 2 0,7 - 8,8 » 9,88 Carnosinpriparat mit 
15 0,06 5 3 0,45 ie 75 . 0.75 Alkohol und Chloro- 
15 0,04) 5 6 0,3 ae » 0,75 form bebandelt 
15 0,02/ 7 7 etwa 0,15 = 75 » 0,75 


Aus unseren Versuchen gelangen wir also zu dem SchluB, daB im 
Carnosin, dessen priformiertes Vorhandensein im Muskelgewebe der 
héheren Tiere und des Menschen, wie schon angegeben, sichergestellt 
ist, der Organismus einen sehr wirksamen Funktionserreger des Darm- 
driisenapparates besitzt. Tatsiichlich, wenn wir die minimalen, noch 
wirksamen Mengen dieser Substanz mit ihrem Gesamtgehalt im Orga- 
nismus vergleichen, so sehen wir, daB dieses Verhaltnis in denselben 
3renzen, in welchen z. B. das Adrenalin die ihm eigentiimliche Wirkung 
auf den Blutdruck auszulésen noch imstande ist, liegt. 

Auf Grund der Untersuchungen von Fiirth und seiner Mitarbeiter 
soll der Carnosingehalt der Hundemuskeln auf etwa 0,3 Proz. geschatzt 
werden. Nehmen wir nun an, daB das Muskelgewebe gewoéhnlich nicht 
weniger als ein Drittel des Kérpergewichtes der Tiere ausmacht, so 
muB die Gesamtmenge des im ganzen Muskelsystem eines mittelgroBen 
Hundes von 10 kg Gewicht mindestens 10g, also 1g pro Kilogramm 
Koérpergewicht betragen. Aus dem hier angefiihrten Versuchsmaterial 
(Versuche 9, 13 und 15) kénnen wir sehen, daB das Carnosin schon 
in Gaben von etwa 3 mg pro Kilogramm, also in Mengen, welche nur 
etwa 0,3 Proz. seines Gesamtgehaltes im Organismus des Hundes 
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gleichen, eine obwohl geringe, jedoch deutlich bemerkbare Darm 
sekretion bei mehreren auf verschiedene Weise operierten Hunde: 
hervorzurufen imstande waren. In Gaben von 0,01 bis 0,02 g pro 
Kilogramm dagegen, also im Verhialtnis von 1 bis 2 Proz. seines Gesamt 
gehaltes im Organismus genommen, erzeugt das Carnosin eine Darmsaft- 
absonderung, welche ihrem AusmaBe nach der wihrend einer Tatigkeits- 
periode bei spontaner periodischer Sekretion gewoéhnlich zu beobachten- 
den entspricht; mit anderen Worten bewirkt das Carnosin in diesen 
relativ winzigen Dosen eine Darmdriisenleistung, welche quantitativ der 
mit Hilfe eigener Krafte des Organismus hervorzurufenden und zweifellos 
zu irgend einem wichtigen Zwecke so regelmaBig eintretenden gleicht 

Die minimalste Dosis des Adrenalins, welche eventuell eine Erhéhung 
des Blutdruckes hervorzurufen imstande ist, wird bekanntlich zu 0,0005 mg, 
die sicher wirksame Dosis aber zu 0,002 mg pro Kilogramm geschiatzt (16). 
Im Verhiltnis zur Gesamtmenge des in den Nebennieren des Hundes ent- 
haltenen Adrenalins [0,0666 bis 0,116 mg, durchschnittlich 0,092 mg pro 
Kilogramm Kérpergewicht (16)] machen die erwahnten eben noch wirk 
samen Dosen entsprechenderweise etwa 0,5 und 2 Proz. aus. Diese Zahlen 
stimmen also im groBen ganzen mit den von uns beziiglich der Carnosin- 
wirkung auf die Darmsekretion festgestellten tiberein. 

Wir zweifeln nicht, daB das Carnosin gleich vielen anderen Ex- 
traktivstoffen der Muskeln im Blute zirkuliert, und sind auf Grund 
unserer Versuche der Ansicht, daB dasselbe auch unter physiologischen 
Bedingungen von groBer Bedeutung fiir die Sekretionsfihigkeit der 
Darmdriisenzeilen als ein wahrer Funktionserreger ist, und darum 
glauben wir uns der zuerst von Krimberg (14) ausgesprochenen Meinung 
anschlieBen zu miissen, daB das Carnosin ebenfalls zur Kategorie 
der Hormone hinzuzurechnen ist. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 68. 


Die Wechselwirkung zwischen Milz und Leber. 
Von 
Magobei Kobayashi. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 15. August 1924.) 


Nach den allgemeinen Vorstellungen, welche von Asher und seinen 
Mitarbeitern mehrfach entwickelt worden sind, hat die Milz, abgesehen 
von ihrer Rolle im Eisenstoffwechsel und als Bildner von weiBen Blut- 
kérperchen, vor allem die mittelbare Funktion, in die Leistungen 
anderer Organe regelnd einzugreifen. Der erste experimentelle Beweis 
nach dieser Richtung wurde von Ebnéther') erbracht, der die Ver- 
stirkung der Himolyse und des Himoglobinabbaues von Leberextrakten 
durch Zusatz von Milzextrakten in vitro zeigte. Am Gesamttiere 
arbeitend, hat dann Gutknechi®) nachweisen kénnen, daB die Aceton- 
bildung am entmilzten Hunde kleiner als am normalen sei. Diese 
beiden Arbeiten wurden von dem Gedanken ausgehend unternommen, 
daB, wenn es eine Wechselwirkung zwischen der Milz und anderen 
Organen gibe, jedenfalls die Leber hierbei eine Vorzugsstellung ein- 
nehmen diirfte. Jiingst ist Nakayama*) erneut auf diese Beziehungen 
eingegangen, indem er am Hunde den EinfluB von Eiweiffitterung 
auf den respiratorischen Umsatz des normalen und milzlosen Hundes 
untersuchte. Er fand. da8 die Zunahme nach Entmilzung wesentlich 
geringer war, noch weit geringer, wenn die Nahrung eisenarm war, und 
zog hieraus den SchluB, daB mit Fehlen der Milz ein die Lebertatigkeit 
im EiweiBstoffwechsel aktivierender Faktor in Fortfall kame. 


1) G. Ebnéther, diese Zeitschr. 72, 416, 1916. 
2) E. Gutknecht, ebendaselbst 187, 439, 1923. 
3) N. Nakayama, ebendaselbst 149, 490, 1924. 
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Um die Grundlagen zu verbreitern, auf denen sich die Vorstellung 
von der Wechselwirkung zwischen Leber und Milz stiitzen kénnt 
schlug mir Prof. Asher vor. nochmals die schon von Gutknecht be 
handelte Acetonbildung erneut zu diesem Zwecke heranzuziehen 
Gerade die Acetonbildung schien hierzu ein gutes Objekt, weil di 
Arbeiten von Embden sowie diejenigen von Fischer unzweifelhaft 
erwiesen haben, daB die Acetonbildung eine Tatigkeit der Leber sei 
Da diese Tatigkeit sehr gut an der tiberlebenden Leber gepriift werden 
kann, wurde mir die Aufgabe zuteil, die GréBe der Acetonbildung 
einmal bei Durchstrémung der iiberlebenden Leber mit Blut unter 
Zusatz von Acetonbildnern, das andere Mal bei Durchstrémung mit 
der gleichen Flissigkeit vermehrt um einen Zusatz von Milzextrakt 
zu vergleichen. Diese Methode hat den Vorzug, direkter und ent- 
scheidender zu sein als die friiher von Gutknecht angewandte. 

Als Versuchstiere benutzte ich Meerschweinchen. Als Methode 
zur Durchstrémung der Leber diente mir die Ashersche, welche friiher 
von Abelin') und Abelin und de Corral*) bei anderweitigen Versuchen 
an der tiberlebenden Kaninchenleber gebraucht wurde. Da die Technik 
am Meerschweinchen keine abweichende ist, verweise ich auf die ge- 
nannten Arbeiten. Der einzige Unterschied bestand darin, daB bei 
der Kleinheit des Versuchstieres dasselbe im ganzen in einen Behilter 
versenkt werden konnte, der in einem mit warmem Wasser gefiillten 
Wiarmekasten sich befand. Oben wurden auBerdem Gliihlampen an- 
gebracht, welche mithalfen, den mit Gaze bedeckten Tierkérper warm 
zu halten. Das zur Perfusion dienende Blut wurde frisch kurz vor 
Beginn des Versuchs vom Schlachthof geholt und mit dem gleichen 
Volumen 0,85proz. NaCl-Lésung verdiinnt. 

Der Bestimmung der Acetonmenge in den Blutproben muBte die 
EnteiweiBung vorausgehen. Ich verwandte hierzu die Folinsche Ent- 
eiweiBungsmethode mit Wolframséure, wie sie in dem Lehrbuch der 
minimetrischen Methoden von Mandel und Steudel beschrieben wird. 
Die Acetonkérper habe ich nach Engefeld in der von Pincussen in seinen 
mikrochemischen Methoden, zweite Auflage, angegebenen Weise be- 
stimmt. lcem der n/100 Jodlésung entsprach 0,1024mg Gesamt- 
aceton. Da zur Bestimmung 2ccm Blut angewandt worden waren 
(20 cem Filtrat), so wird die Menge Aceton in | cem durch Multiplikation 
der gefundenen Zahl mit 0,0512 in Milligrammen erhalten bzw. in 
Grammen auf 100 ccm Blut. 

Als Acetonbildner setzte ich der zu perfundierenden Blutlésung 
von Merck bezogenes, reines buttersaures Natrium zu, welches durch 


1) Abelin, diese Zeitschr. 74, 248, 1916. 
2) Abelin und de Corral, ebendaselbst 88, 62, 1917. 
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Embden als guter Acetonbildner erwiesen worden ist. Ich setzte zu je 
100 cem Blut 1g buttersaures Natrium. 

In einer ersten Versuchsreihe habe ich eine Anzahl von Versuchen 
ausgefiihrt, um die GréBe der Acetonbildung in der tiberlebend per- 
fundierten Meerschweinchenleber unter meinen Versuchsbedingungen 
festzustellen. Eine Probe der mit buttersaurem Natrium versetzten 
Blutlésung blieb wihrend der jeweiligen Versuchsdauer in dem das 
Durchstrémungsobjekt enthaltenden Thermostaten und wurde gleich- 





zeitig mit den durchstrémten Proben verarbeitet. Die Ergebnisse 
dieser Bestimmungen finden sich in Tabelle I. 
Tabelle I. 
Versuch mit normalem nicht durchstrémtem Blut. 
Angewandte F ’ Aceton 
Datum Filtratmenge Aceton 100 ccm Blut Bemerkungen 
ccm mg mg 
4. ITI. 20 0,036 18 
6. II. 20 0.041 21 Blut mit 0,85 roz. Koch- 
9 m6 96 salzlésung doppelt verdunnt 
10. IT. = 0,052 a und 1g buttersaures Natron 
13. ITI. 20 0,045 2,25 in 100 ccm Blut 
19. ITT. 20 0,038 1,94 





Im Durchschnitt 2,1 

20 ccm Bhutfiltrat entspricht 2 cem Blut. Alle folgenden Versuche 
sind mit 20ccem Filtrat vorgenommen. 

Aus dieser Tabelle ergibt sich, daB im Mittel in den nicht durch- 
strémten Blutproben 2,1 mg Aceton pro 100 cem Blut enthalten sind. 
Ich will es offen lassen, ob es sich um einen priaformierten oder um 
unter Einflu8 des buttersauren Natrons entstandenen Acetonkdérper 
handelt. 

In Tabelle II finden sich die Resultate nach Durchstrémung der 
Leber. Sie zeigen, daB ausnahmslos eine Bildung von Aceton aus der 
Buttersiure stattgefunden hat. Die GréBe der Acetonbildung betrigt 


Tabelle II. 
Versuch mit durchstrémtem Blut ohne Zusatz von Milzextrakt. 





Datum | Dusenstriesung| Menge | Druck Temperatur} “Senge” | pro ioeem Blut 
Minuten ccm mm Hg °C mg mg 
4. ITI. 50 30 25 35 0,14 7,3 
6. ITT. 40 25 30 36 0,113 5,6 
10. IIT. 75 100 30 35 0,138 69 
13. TL. 65 60 30 29 0,092 4.6 
19. ITI. 15 100 25 36 0,096 438 


Im Durchschnitt 5,8 


Blut mit 0,85 proz. Kochsalzlésnng doppelt verdiinnt und 1 g butter- 
saures Natron in 100cem Blut. 





494 M. Kobayashi: 





im Durchschnitt 5,8 mg pro 100ccm Blut. In dieser Tabelle hal Wi 
ich auch die tibrigen Versuchsbedingungen, welche von Interesse seit Bi 
kénnen, mitgeteilt. Selbst bei der gréBten Durchstrémungsgeschwindig- 10 
keit, nimlich 100 ccm in 15 Minuten, kommt es zu einer deutlichen ze" 


Bildung von Aceton. Die mitgeteilte Versuchsreihe beweist schlieBlich 
daB die Meerschweinchenleber ein geeignetes Objekt zu Untersuchungen 
der Funktion der Leber vermittelst der Acetonbildung ist. = 

Die Hauptversuche wurden so angeordnet, da8 in einer ersten 
und einer dritten Periode Blutlésung, Buttersiure enthaltend, durch 
die Leber geleitet wurde, wihrend in der zweiten mittleren Periode 
das durchgeleitete Blut einen Zusatz von Milzextrakt enthielt. Der 
Kontrolle halber war es erforderlich, Versuche mit der gleichen An- 
ordnung anzustellen, aber unter Weglassung des Milzextraktes. Hier- 23 
durch konnte in Erfahrung gezogen werden, ob Schwankungen in der 
Acetonausbeute vorkimen, welche bei der Beurteilung der Versuchs- 
ergebnisse in Riicksicht gezogen werden miiBten. 

tin Beispiel eines derartigen Versuches liefert Tabelle III. Es 
ergibt sich aus den vorliegenden Zahlenwerten sehr deutlich, erstens | 
daB eine sehr merkliche Acetonbildung stattgefunden hat — etwa 
7mg pro 100ccem Blut gegeniiber 2,10 mg im nicht durchstrémten 
Blute —, zweitens daB sie in allen drei Perioden eine konstante war 





Der Versuch ist auch insofern ein recht gelungener, als die Dauer und d 
die Geschwindigkeit der Durchstrémung in den drei Perioden eine 8 
konstante blieb, auch der Druck im wesentlichen konstant erhalten r 
werden konnte. \ 
Tabelle III. | . 
Versuch mit durchstrémtem Blut ohne Milzextrakt in drei Perioden. g 
- 7 
| Dauer der | Menge der Tempe: | Acetons | Aceton pro 
’ | 6 ; ( 
Detem Stadium | aan | a Druck ratur menge | 100 ccm Blut 
' | Minuten | ccm mmHg | °C | mg mg 
10. VI. 1.Periode| 30 | 80 25 36 | 0,143 7,16 | 
2. . 30 80 25 36 =—|sC«0,139 6,96 
ccn Beige 78 30 37 | 0,145 7,27 
Kontrolle: Dasselbe Blut ohne Durchstrémung 0,041 2,10 
' Blut mit 0,85 proz. Kochsalzlésung doppelt verdiinnt und 1g butter- | 


saures Natron in 100ccm Blut. i 


Wir kénnen jetzt zur Betrachtung der Hauptversuche iibergehen, 
von welchen ich in Tabelle IV vier mitteile. Wie schon bemerkt wurde, 
habe ich in diesen Versuchen in einer zweiten mittleren Periode dem 
zur Durchstrémung dienenden Blute Milzextrakt zugefiigt. Den Milz- 
extrakt bereitete ich nach den Angaben von D. und W.Leake") in folgender 


1) Journ. of Pharm. and Exper. Therapeutics 22, 75, 1923. 
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Weise. 5g Milz eines frisch getéteten Tieres wurden vom anhangenden 
Bindegewebe und Fett frei gemacht. Das zerkleinerte Gewebe wird in 
100 cem einer 0.85 proz. NaCl-Lésung mazeriert. Alle vier Versuche 
zeigen ein tibereinstimmendes und eindeutiges Ergebnis. 





Tabelle IV. 
Hauptversuch. 
Dauer 4 Tempe- Aceton> Acet ;' 
Datum | Stedium |Durchstromung) Menge | Druck | “Fitter” | ‘menge {100 ccm Blut 
Minuten ecm mgHg | °C mg mg 
21. V. 1. Periode 20 43 25 33 0,076 3,80 *) 
2. ~ 30 26 25 29 0,286 143 ?) 
3. ° 15 16 25 29 0,092 46 *) 
3. V. | 1. _ 25 36 25 33 0,164 8,1 *) 
2. - 35 65 25 32 0376 188 *) 
3. * 30 60 25 33 0,235 | 13,7 *) 
3. VI. }\ 1. Fe 30 105 32 36 0,08 40 *) 
2. bi 35 120 é 36 0,312 156 *) 
3. a 30 110 31 36 0,123 6,1 *) 
&. VI. | 1. is 25 58 20 37 0,097 4,86 *) 
2. . 54 124 20 36 0,368 18,43?) 
3. ‘ 40 80 20 37 0,143 7,16 *) 


Die Steigerung der Acetonausbeute aus derjenigen Periode, wo 
die Leber unter Zusatz von Milzextrakt durchstrémt wurde, ist eine 
sehr groBe, und die Werte sind von einer GréBenordnung, welche in 
meinen sonstigen Versuchen auch nicht angenihert vorkamen. Die 
Werte 14,3, 18,8, 15,6 und 18,43 mg _ reprisentieren eine mehr als 
vierfache Steigerung des Acetons pro 100 ccm Blut und sind, absolut 
genommen, die héchsten von mir beobachteten. Sie lassen den SchluB 
zu, daB unter dem EinfluB des Milzextraktes die Acetonbildung in 
der Leber eine starke Férderungerfihrt und somit Milzextrakt auf 
eine klar umschriebene Funktion der Leber aktivierend wirkt. 

Es erhebt sich nun die Frage, ob die beobachtete Wirkung des 
Milzextraktes eine einigermaBen spezifische sei, oder ob sie auch mehr 
oder weniger allgemein Gewebsextrakten mit ihrem Gehalt an allen 
méglichen Stoffen zukomme. Es muBte insbesondere daran gedacht 
werden, ob neben bekannten Acetonbildnern Cholin, welches in Milz- 
extrakten obligat vorkommt, dasjenige sei, welches im Sinne der 
Férderung auf die Leber einwirke. 

Um die aufgeworfene Frage experimentell zu priifen, habe ich in 
einigen Versuchen in der sonst gleichen Versuchsanordnung Darm- 


1) Blut mit Kochsalzlésung doppelt verdiinnt und | g buttersaures 
Natron in 100cem Blut. 

2) Blut mit Milzextrakt doppelt verdiinnt und 1g _ buttersaures 
Natron in 100cem Blut. 





ee 
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extrakt gebraucht. Auch im Darmextrakt kommt Cholin vor un 
eignete sich daher derselbe sehr gut zu vergleichenden Versuchen 
Den Darmextrakt stellte ich in der gleichen Weise wie den Milz 
extrakt her. 

Zwei Beispiele, welche ich in Tabelle V mitteile, geben das Resultat 
des Vergleichs. Es zeigt sich, daB Darmextrakt auf die Acetonausbeut« 
gar keinen EinfluB besitzt. Aus dieser Versuchsreihe folgt als wichtigste: 
SchluB, daB schwerlich der Cholingehalt des Milzextraktes an den 
bemerkenswerten Ergebnissen der Versuche in Tabelle IV einen Antei! 
hat. Sodann sprechen die letzteren Beobachtungen zugunsten der 
Auffassung, daB die Milz hinsichtlich der Férderung der betrachteten 
Milzfunktion eine gewisse Spezifitéit, jedenfalls gegeniiber dem Darm, 
dessen Blut sich gleichfalls in die Leber ergieBt, eine Vorzugsstellung 





besitzt. 
Tabelle V. 
Versuch mit Darmextrakt. 
T bs Aceto oO 
— Stedium Dauer Menge Druck og Aceton pe 4 
Minuten ccm mg Hg °C | mg mg 
13. VI. 1. Periode 30 105 25 36 0.071 3.67 1) 
2 - 35 100 20 36 0,075 3,80 *) 
3 ‘is 30 100 20 36 0,078 3,90') 
17, VI. |} 1. . 30 75 20 34 0,099 4,96 *) 
2 20 25 20 35 0,092 4,60 *) 
3 35 80 25 36 0,113 5,63 *) 


” 

Die mitgeteilten Versuche waren von der Vorstellung ausgegangen, 
daB die Milz einen aktivierenden EinfluB auf Funktionen der Leber 
besitzt. Insbesondere war es Aufgabe der Arbeit gewesen, hinsichtlich 
der Acetonkérperbildung durch die’ Leber, fiir welche schon die Ver- 
suche Gutknechts sprachen, strengere Beweise zu erbringen. Die vor- 
liegende Arbeit hat den Beweis erbracht, daB Milzextrakt die Aceton- 
bildung in der iiberlebend durchstrémten Leber férdert, anscheinend 
in einer spezifischen Weise. Man kann trotz dieses Nachweises den 
Einwand erheben, daB der Beweis noch aussteht, daB im Kérper die 
Milz einen Stoff auf dem Blutwege abgibt, welcher, die Leber im Pfort- 
aderblut erreichend, regelnd in die Acetonkérperbildung eingreift. Der 
EKinwand kann schwerlich die kiinstliche Durchstrémung treffen, weil 
gar kein Anhaltspunkt dafiir vorliegt, daB die beobachtete Aceton- 
kérperbildung ein Kunstprodukt wire. Anders steht es mit der Frage, 


') Blut mit Kochsalzlésung doppelt verdiinnt und 1 g buttersaures 
Natron in 100ccem Blut. 

2) Blut mit Darmextrakt verdiinnt und 1g buttersaures Natron in 
100 ccm Blut. 
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ob Extraktwirkung und hormonale Regelung etwas miteinander zu 
tun haben. In dieser Beziehung muB eine sorgfaltige Kritik vor irrtiim- 
licher Gleichsetzung bewahren. Will man dieser Rechnung_tragen 
und Vorsicht obwalten lassen, so wird man zu dem SchluB gelangen, 
daB meine Versuche der Vorstellung, daB die Milz aktivierend auf 
Leberfunktionen wirke, Vorschub leisten. Es scheint mir, daB meine 
Versuche, angesichts der Versuchsbedingungen und mit anderen Tat- 
sachen im Zusammenhang betrachtet, sogar noch mehr Beweiskraft 
besitzen. Immer wiirde es sich verlohnen, eine Methode auszuarbeiten, 
um im strémenden Blute das postulierte Agens nachzuweisen. 

Von einer Erklérungsméglichkeit war bisher nicht die Rede. Es 
wurde immer davon gesprochen, daB eine vermehrte Bildung von 
Aceton stattfiinde. Die beobachtete Tatsache bestand in einer gréBeren 
Acetonmenge im durchstrémten Blute, wenn gleichzeitig Milzextrakt 
zugegen war. Dieselbe Tatsache wiirde aber auch daraus resultieren 
kénnen, daB eine Weiterverarbeitung von Aceton gehemmt oder unter- 
driickt wiirde. Der Angriffspunkt des Milzagens wire dann ein anderer. 
Es scheint mir aber, daB die soeben vorgetragene symptomatische 
Erklirung, weil vorléufig rein hypothetisch, auBer Diskussion bleiben 
kann. 

ZusammengefaBt sind die Ergebnisse der Arbeit die nachfolgenden : 

1. In der tiberlebenden Meerschweinchenleber wurde vermittelst 
Durchstrémung mit einer Blutlésung unter Zusatz von buttersaurem 
Natron Acetonbildung nachgewiesen. 

2. Die GréBe dieser Acetonbildung ist bei konstant gehaltenen 
Versuchsbedingungen wiahrend mehrerer Perioden konstant. 

3. In derjenigen Periode, wo der Durchstrémungsfliissigkeit Milz- 
extrakt zugesetzt wird, wurde eine drei- bis vierfache Steigerung der 
Acetonbildung beobachtet. 

4. Extrakt der Darmwand, welche wie Milzextrakt Cholin enthalt, 
besaB die genannte aktivierende Wirkung nicht. 

5. Die mitgeteilten Versuche bestatigen die mit anderer Methode 
gefundenen Tatsachen hinsichtlich der Acetonbildung von Gutknecht 
und sind neue Stiitzen der Lehre von Asher, daB zu den Funktionen 
der Milz eine Aktivierung von Lebertatigkeiten gehért. 
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Uber Amygdalinspaltung durch Takadiastase. 


Von 


J. Hatano. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 


in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 8. August 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von den Eigenschaften der Takadiastase ist am liangsten ihre 
Fahigkeit bekannt, Starke bis zur d-Glucose zu verzuckern. Man hat 
daraus mit Recht geschlossen, daB sie ein Ferment der «-Glykosid- 
reihe enthalt. Nun ist im allgemeinen das gleichzeitige Vorkommen 
von @- und £-Glykosidasen bei ein und demselben Organismus selten. 
Nur bei der Hefe, welche reichliche Mengen einer «-Glykosidase, der 
Maltase, beherbergt, hat man beobachtet, daB sie auch $-Ferment 
einschlieBt, weil sie Amygdalin anzugreifen vermag. Fir gewéhnlich 
wird dabei nur eine Hydrolyse zu Mandel-nitril-glucosid und Trauben- 
zucker [H. Fischer')] erreicht. Th. A.Henry und S.J. M. Auld?) 
haben jedoch eine englische obergirige PreBhefe beschrieben, welche 
33 Proz. vorhandenen Amygdalins in seine Grundkérper, Glucose, 
Benzaldehyd und Blausiure, spaltete. Eine schwache Hydrolyse hat 
ferner A. Bau*) wahrgenommen. Die Abtrennung der £-Glucosidase 
von den Hefenzellen ist C. Newberg und EZ. Farber*) gelungen zusammen 
mit dem Nachweise, daB das Enzym in Unterhefen vorkommt. Zu 
dem Ergebnis, daB £-Glucosidase in verschiedenen Hefen zugegen ist, 
sind R. Willstdtter, R. Kuhn und H. Sobotka®) gelangt. Newberg und 
Farber haben auch eine Zersetzung einfacher B-Glucoside (Arbutin und 
Salicin) durch Hefeferment festgestellt. 

Die B-glykosidische Kraft der Hefe ist nur schwach ausgebildet, 
und es ist daher von Interesse, daB die Zerlegung von Amygdalin 


1) E. Fischer, Ber. 28, 1508, 1895. 

2) Th. A. Henry und S.J. M. Auld, Chem. Centralbl. 1905, II, 1812. 
5) A. Bau, diese Zeitschr. 78, 340, 1916. 

*) C. Neuberg und E£. Farber, diese Zeitschr. 78, 264, 1917. 

5) R. Willstatter, R. Kuhn und H. Sobotka, H. 184, 227, 1924. 
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durch ein typisches, «-Glykoside angreifendes Fermentmaterial, die 
Takadiastase, in praktisch quantitativem Umfange herbeigefiihrt 
werden kann. Sie enthalt also Gentiobiase, die auf die B-glucosidische 
Amygdalose') wirkt, nebst #-Phenol-glucosidase, die das zuniichst 
entstandene Prunasin (Mandel-nitril-glucosid) hydrolysiert, also zwei 
verschiedene Enzyme der £-Reihe. 

Zu meinen Versuchen bediente ich mich der japanischen Taka- 
diastase. Sie ist imstande, das Amygdalin nahezu vollstandig in 2 Mol. 
Traubenzucker, Benzaldehyd und Blausiure zu zerlegen. Simtliche 
drei Bausteine habe ich nachgewiesen. In einem meiner Versuche 
bin ich sogar zu einer Spaltung von 101 Proz. gelangt, die ich auf 
Ungenauigkeiten bei der Titration des Zuckers zuriickfiihren muB, 
indem vielleicht noch kleine Mengen Benzaldehyd zugegen gewesen 
sind, obgleich vorher Benzaldehyd und Blauséure durch Destillation 
im Wasserdampfstrom nach Méglichkeit ausgetrieben worden waren. 

Die von mir verwendete Fermentprobe hat auch bei langerer 
Digestion im Brutschrank nicht mehr als Spuren reduzierender Substanz 
an Wasser abgegeben, so daB diese Fehlerquelle nicht in Betracht 
kommt. 

Die Bestimmung des Benzaldehyds geschah als p-Nitrophenyl- 
hydrazon; aus ihr folgt ebenfalls die fast maximale Spaltung. 

Im einzelnen ergaben sich folgende Verhiltnisse : 

I. a) 1g Amygdalin, 100 ccm H, 0, 0,3 g Takadiastase und 1 ecm 
Toluol. 

b) Kontrolle: 1l00cem H,O, 03g Takadiastase sowie 1 ccm 
Toluol. 

c) Kontrolle: 1g Amygdalin, 100cem H,O nebst 1 ccm Toluol. 

Die drei Gemische wurden in den Brutschrank bei 37° gestellt. 
Den Zucker habe ich titrimetrisch ermittelt, nachdem Cyanwasserstoff 
und Benzaldehyd entfernt worden waren). 

Pa war am Anfang 6,5 und am Ende 6,2. 






























Abgespaltene Zuckermenge in Gramm fiir 100ccem der Fliissigkeit. 
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1) R. Kuhn, Ber. 56, 857, 1923; W. N. Haworth und B. Wylam, Journ. 
Chem. Soc. London 1238, 3120, 1923; R. Campbell und W. N. Haworth, eben- 
daselbst 125, 1337, 1924; G. Zemplén, Ber. 57, 698, 1924. 

2) R. Willstadtter und W. Czdényi, H. 117, 177, 1921. 
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In Freiheit gesetzte Zuckermenge in Prozenten. 





Nach Stunden 
2 24 45 72 96 120 








13,84 62,49 82,91 97,99 99,12 | 99,46 

Mein Amygdalin war etwas verwittert und enthielt 8 Proz. H, O (stat! 
10,6 Proz.); also entsprach 1 g Amygdalin 0,7248 g Glucose und 0,2134 ¢ 
Benzaldehyd. 

II. In einem ebensolchen Ansatz zur Zerlegung von | proz. Amyg- 
dalinlésung (1000 ccm) durch Takadiastase fand ich nach 4 Tagen 
101,02 Proz. Zucker. 

Im Destillat erhielt ich Bittermandelél nebst HCN. 250 ccm 
vom Gemisch wurden mit 12,5 ccm 10proz. H,SO, angesiuert und mit 
Wasserdampf behandelt. Im Ubergegangenen wurde der Benzaldehyd 
bestimmt. 

p-Nitrophenylhydrazon: 1,1248g entsprechend 0,4947g Benz- 
aldehyd oder = 92,7 Proz. 


700 


% 




















Abb. 1. 


Aus Abb. 1 geht hervor, daB innerhalb 24 Stunden unter den von 
mir gewahliten Versuchsbedingungen bereits eine Spaltung von 62,5 Proz. 
und nach 72 Stunden von 98 Proz. erreicht gewesen ist. 
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Uber die Spaltung verschiedener £-Glucoside durch Takadiastase. 
Von 
J. Hatano. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8, August 1924.) 


In der voranstehenden Mitteilung ist beschrieben, daB Amygdalin 
durch Takadiastase vollkommen in seine Grundbestandteile zerlegt 
werden kann. Das Amygdalin stellt nun ein gemischtes Glucosid dar; 
zuniachst liegt eine B-saccharidische Verkniipfung zweier Glucosemole- 
kile zur sogenannten Amygdalose = Gentiobiose vor, und an dieses 
Di-saccharid ist zugleich B-glucosidisch das Oxybenzyleyanid (Mandel- 
siiurenitril) gebunden. 

Es war nun von Interesse festzustellen, ob die als typisches 
a-glucosidisches Fermentmaterial geltende Takadiastase befahigt ist, 
auch weniger komplizierte und in ihrem Bau leichter tibersichtliche 
B-Glucoside anzugreifen. 

Zur Priifung dieser Frage wiahlte ich das £-Methyl-glucosid, das 
Salicin und das Asculin. Bei den beiden ersten Substanzen entfallen 
die Schwierigkeiten der Zuckerbestimmung, welche durch die Gegen- 
wart von anderen reduzierenden Spaltungsprodukten bedingt werden. 

Es hat sich in mehreren Versuchsreihen gezeigt, daB auch die 
genannten drei einfachen Glucoside durch eine £-Glucosidase der Taka- 
diastase unzweifelhaft hydrolysiert werden. 

Ein Bild von den sich abspielenden Vorgiingen gab zuniichst die 
polarimetrische Untersuchung nach Aufhebung der Multirotation. 
Aus dem benutzten Ferment selber trat gleichfalls in die Lésung optisch 
aktive Substanz tiber, jedoch wurde deren Menge bzw. Drehwert nach 
6 Stunden bereits konstant. 

Obzwar die Spaltung sich schon durch das optische Verhalten 
sicher offenbarte, habe ich im Falle des B-Methyl-glucosids und Salicins 
auch den in Freiheit gesetzten Traubenzucker durch Titration ermittelt 
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und beim Asculin das abgespaltene Asculetin (= 4, 5-Dioxy-cumarin 
gewogen. 

Uber die erzielten Werte geben die nachstehend im AnschluB an 
die einzelnen Versuche mitgeteilten Tabellen Auskunft. 

Bei der enzymatischen Asculinhydrolyse schieden sich glitzernd 
Kristalle des Asculetins aus der bebriiteten Flissigkeit unmittelbar aus. 


A. 8-Methylglucosid und Salicin, 
In beiden Fallen: 
1. 1,5 g Glucosid, 75 cem Wasser, 0,5 g Takadiastase, 1 ccm Toluol. 
2. Kontrolle a: 75 cem Wasser, 0,5 ¢ Takadiastase, 1 ccm Toluol. 
3. Kontrolle b: 0,2g Glucosid, 10cem Wasser, 0,5 cem Toluol. 


7 


“* 


B. Asculin. 
1. 1,5 g Asculin, 500 com Wasser, 1,5 g Takadiastase, 5 ccm Toluol. 
2. Kontrolle: 0,2 g Asculin, 667 ccm Wasser, 0,7 ccm Toluol. 
Die Mischungen wurden bei 37° aufbewahrt. Nach 6 Stunden, 
24 Stunden usw. wurde unter den itiblichen Kautelen die Anderung 
der optischen Aktivitaét bestimmt. 


Drehung im 2-dem-Rohre in Prozente Traubenzucker anzeigendem 














Apparat. 
2 "Nec Stunden 
0 6 24 45 72 96 
BeMethylglucosid . || —125 —085 —0,70 —055 —0,45 - 
Salicin . . . .||/ —235 —155 +020 +120 +120 +1,30 
Asculin. .. .| —040 +0 +010 +010 +010 +6,10 
Kontrolle a. .|| +0 —0,20 —020 —020 —020 —020 
Nach Stunden 
120 144 168 192 216 240 
B-Methylglucosid . || —0,40 | —0,35 | —030 —0.25 | —0,18 | —0,20 
Salicin .. . .| +130); — | +1,20 — _ — 
Asculin, . . .| +0,10 — _— — | — | — 
Kontrolle a. .|| —0,20 — | —0,20 —0,20 | —0,20 | —0,20 


Die andere Kontrollésung b wurde gar nicht verindert. 
Die Wasserstoffionenkonzentration wurde nicht reguliert und war 
nicht optimal. In den pufferlosen Ansitzen war pg: 





Anfangs Am Ende 
Bei 3-Methyl-glucosid . A ae 
~~ nn, 3s ow 3s 6,8 6,2 
“oe SIA 6,2 6,4 
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In den Endlésungen wurde der Zuckergehalt titrimetrisch fest- 
gestellt. 

Gefunden wurden fiir den Ansatz von £-Methyl-glucosid 0,469 g 
Glucose = 35,3 Proz. der Theorie*); fiir den Ansatz von Salicin 0,885 g 
Glucose = 93,75 Proz. der Theorie. 

Da Asculin wie Asculetin auf Fehlingsche Lésung einwirken, habe 
ich bei der Hydrolyse des 4, 5-Dioxycumarin-glucosids das nach 
Beendigung des Versuches, d. h. nach 10 Tagen, ausgefallene Asculetin 
abgesaugt, mit Eiswasser ausgewaschen und nach Trocknung im 
Vakuumexsikkator zur Wigung gebracht. Dabei wurde die nach Ein- 
engung der Mutterlauge im Eisschrank ausgeschiedene Asculetinmenge 
ebenfalls beriicksichtigt. Aus 5,0 g Asculin erhielt ich 2,163 g Asculetin 
oder 81 Proz. der theoretisch méglichen Ausbeute. Durch den Schmelz- 
punkt (263°) sowie die optische Inaktivitaét war das Asculetin leicht 
vom livogyren Ausgangsmaterial, dem Asculin, zu unterscheiden, das 
sich erheblich niedriger verflissigte. 

Die mitgeteilten Belege lehren, daB unzweifelhaft in der Taka- 
diastase neben ihren altbekannten «a-glucosidischen Enzymen auch 
B-Ferment in reichlicher Menge zugegen ist. Das steht im Einklang 
mit den Befunden von C. Neuberg und O. Rosenthal, die sowohl eine 
Hydrolyse von Milchzucker®) (= £-1-Galaktosido-5-glucose) als von 
Cellobiose*) (= B-1-Glucosido-5-glucose) mit Takadiastase erzielt haben. 
Ob die stiarkere Spaltung der Phenolglucoside auf eine besondere 
B-Phenolglucosidase zu beziehen ist, von der das $-Methyl-glucosid 
zetlegende Ferment als B-Alkohol-glucosidase zu unterscheiden wire, 
bieibe dahingestellt *). 


1) Bei py = 5,6 besitzt die Takadiastase nach Y. Hattori (diese 
Zeitschr. 150, 151, 1924) kein Spaltungsvermégen fiir £-Methyl-glucosid. 

2) C. Neuberg und O. Rosenthal, ebendaselbst 145, 186, 1924. 

8) C. Neuberg und O. Rosenthal, ebendaselbst 148, 399, 1923. 

4) Vgl. hierzu R: Willstdtter, R. Kuhn und H. Sobatka, H. 129, 33, 1923. 
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